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“Hoje a noite, sentado a mesa e comecando a servir-se, vocé estara compondo um
autorretrato. Seus pais, sua renda, sua classe social e sua religido estao refletidos
no alimento que vocé come, evita, detesta ou ndo pode comprar. E por que nao? O
guanto vocé se preocupa com a sua saude. Atualmente, séo raras as publicacdes
leigas que ndo apresentem um artigo sobre receitas, dietas ou o ultimo langcamento

“milagroso” para melhorar ou manter a saude”.

Extraido do artigo de Douglas Faria Corréa Anjo (2004)
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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Priscila Machado de Cerqueira Santos

A alimentacdo é béasica para a saude, auxiliando no enfrentamento de doencas, sendo os
alimentos funcionais especialmente importantes nesse contexto. Alimentos funcionais sao
definidos como qualquer substancia ou componente de um alimento que proporcione
beneficios para a saude, inclusive a prevencéo e o tratamento de doencas. Os subprodutos
alimentares provenientes da agroindulstria possuem potencial para serem usados como
alimentos funcionais, mas tal abordagem ainda é escassa, particularmente em aplicacdes em
doencgas negligenciadas. Considerando a facilidade de acesso a esses alimentos e seu baixo
custo, o uso terapéutico desses subprodutos poderia se constituir como um complemento no
tratamento de doencas negligenciadas, como a doenca de Chagas. A doenca de Chagas é
um importante problema de saude puablica na América Latina, sendo a forma digestiva a
segunda principal manifestagdo dessa doenga. O presente trabalho objetivou avaliar o efeito
de uma dieta a base de subproduto com propriedade funcional (semente de abdbora) na
infecgdo experimental por T. cruzi com alteragdo intestinal, em associagdo ou nédo ao
tratamento com selénio. O subproduto foi avaliado quimicamente quanto a composi¢ao
centesimal, perfil lipidico, de minerais, de aminoacidos, atividade de agua, capacidade
antioxidante e analise microbiol6gica. O ensaio pré-clinico foi realizado em camundongos,
tendo sido analisados 0s seguintes parametros: parasitemia, peso corporal, consumo de
racdo, transito intestinal e analise histopatolégica. Os resultados mostraram que a semente
de abobora apresenta um alto teor de fibras, lipidios e proteinas, além de baixa atividade de
agua e qualidade microbioldgica, conforme legislacdo vigente para humanos. Inserida na
racdo dos camundongos, comparativamente a ragcdes normais, verificamos que no curso da
infeccdo em fase aguda ndo houve efeito na parasitemia dos animais infectados. Todos os
animais infectados apresentaram reducdo no consumo alimentar e peso corporal, entretanto,
os infectados tratados com a dieta com inser¢cdo de semente de abdbora tiveram redugéo
significativa do tempo de transito intestinal (no 15° dia apés a infec¢do), assim como no
namero de células inflamatérias no tecido intestinal, confirmando a hipotese de que a
semente de abobora pode exercer um efeito funcional. Os animais infectados tratados com
essa dieta em teste se mostraram mais resistentes a alteracdo do transito intestinal do que os
alimentados com racdo normal. Também a inflamacdo no coracao foi reduzida no grupo
alimentado com a dieta com semente de abébora. Os resultados sdo encorajadores para que
se possa abordar a questdo nutricional em pacientes portadores de doenca de Chagas com o
intuito de melhorar a qualidade de vida e a saude de pacientes.

Palavras-chave: Alimentos funcionais, subprodutos vegetais, semente de abodbora, doenca
de Chagas, Trypanosoma cruz.
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ABSTRACT

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Priscila Machado de Cerqueira Santos

Food is essential for health and helps fighting diseases. Functional foods are
especially important in this context and are defined as any food substance or
component that provides health benefits, including disease prevention and treatment.
Food sub-products derived from the agro-industry have the potential to be used as
functional food. However, it is still incipient this approach, especially on neglected
diseases. Taking into account the easy access to these foods and their low cost, the
therapeutic use of functional sub-products could complement the treatment of
neglected diseases, as Chagas disease. Chagas disease is an important public
health problem in Latin America, and its gastro-intestinal form is the second main
manifestation. This work aimed to evaluate the effect of a sub-product with functional
properties (pumpkin seed-based diet) on the experimental infection with T. cruzi, a
model of intestinal dysfunction, associated or not to selenium treatment. The sub-
product was chemically analyzed by determining its centesimal composition, lipid,
amino acids and mineral profiles, water activity, anti-oxidant capacity, and
microbiological analysis. A pre-clinic assay was done using mice and evaluating the
following parameters: parasitemia, body weight, food consume, intestinal transit and
histopathology. The results showed that the pumpkin seed has a high content of
fibers, lipids and proteins, in addition to low water activity and microbiologic quality, in
conformity with the legislation for human patients. When inserted in mice diet,
compared to normal diet, we observed no effect on the parasitemia of infected
animals. All infected animals showed reductions in food consume and body weight,
but those treated with pumpkin seed had their intestinal transit time recovered on
the15™ day post-infection, as well as a significant reduction in intestinal inflammatory
infiltration, confirming the hypothesis that the pumpkin seed can present a functional
effect. Infected animals treated with the test diet showed higher resistance to
alterations in the intestinal transit when compared to those fed regular feed.
Inflammation in the heart was also reduced in the group of mice fed with pumpkin
seed based diet. These results encourage the nutritional approach in Chagas
disease patients in order to improve their quality of life and health.

Keywords: Functional food, vegetal sub-products, pumpkin seed, Chagas disease,
Trypanosoma cruzi



INDICE
DEDICATORIA
AGRADECIMENTOS
RESUMO
ABSTRACT

INDICE DE FIGURAS
LISTA DE TABELAS

LISTA DE QUADROS

LISTA DE ABREVIATURAS

I-INTRODUCAO

Doencga de Chagas

Dietas e inflamacéo

Efeito da dieta rica em fibras alimentares sobre as fun¢des intestinais
O uso de alimentos como agentes promotores de saude
Justificativa do trabalho

Objetivos: geral e especificos

- METODOLOGIA

Protocolo experimental e manuscritos produzidos
Preparo da farinha de semente de abobora
Composicéao centesimal e valor calérico da farinha
Aplicagao da farinha

Elaboracédo e composi¢cao quimica de biscoitos
Elaboragéo e composicao centesimal das racdes
Modelos experimentais

Analise estatistica

lll- RESULTADOS

Manuscrito 1: Chemical evaluation of pumpkin (Cucurbita moschata Duchesne)
seed flour and its application in the production of sweet biscuits

Manuscrito 2: Trypanosoma cruzi infection: proof of concept that a diet including
pumpkin seed flour (Cucurbita moschata Duchesne) prevents acute intestinal
inflammation and motility reduction

Resultados suplementares dos experimentos

IV- DISCUSSAO

Conclusbes

Perspectivas

V- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

VI- ANEXOS

Anexo 1- Revisado 1: Abordagens nutricionais aplicadas a doenca de Chagas: um
tema negligenciado

Anexo 2- Revisdo 2: O uso inteligente de subprodutos de origem vegetal como
alimentos funcionais: o caso brasileiro

Anexo 3- Teste de aceitacdo dos biscoitos doces elaborados com farinha de
semente de abobora

Anexo 4- Laudo da composicao centesimal das racdes

Anexo 5- Laudo da composicao centesimal das racdes

Pagina
vi
viii
Xi
Xii
Xiii

41

61
70
83
84
85

100
123
146

147
148



INDICE DE FIGURAS

Parte Il. METODOLOGIA

Figura Il. 1: Fluxograma do Protocolo experimental e manuscritos produzidos
Parte Ill. RESULTADOS

[ll.1. Manuscrito 1

Figure 1: Acceptability levels for the attributes of the biscuits made with the PSF
[11.2. Manuscrito 2

Figure 1: Processing of pumpkin seed flour up to final formulated experimental
diet

Figure 2: Chow ingestion (A) by infected (circle points) and non infected (square
points) mice and their consequent body weight (B)

Figure 3: Intestinal motility expressed as the charcoal defecation time (A) and
parasitemia curves (B)

Figure 4: Histopathology micrographs of distal colon in longitudinal sections (A-
D) and of heart (E-G)

Figure 5: Mononucelar cells quantitative analysis in the distal colon of different
experimental groups.

Figure 6: Effect of the diets and selenium: comparison of the time of intestinal
transit after 15 days of infection

Figure 7: Histopathology of gut (A) and heart (B) tissues: percentage of slight,
moderate and severe inflammation in the different experimental groups.

lll. 3 Resultados experimentais adicionais

Figura 3.3.1: Imunohistoquimica de células CD117+ (células de Cajal) no colon
distal em corte longitudinal (A-G) obtido de camundongo né&o infectado (A-B) e
infectado (C-D) ap6s 23 dias de infec¢ao por Trypanosoma cruzi (dpi 23).
Figura 3.3.2: Motilidade intestinal dpil5. N (normal); NPV (normal tratado com
produto vegetal); NCM (normal tratado com celulose microcristalina); |
(infectado); IPV (infectado tratado com produto vegetal); ICM (infectado tratado
com celulose microcristalina). Resultados com média e desvio padrdo de 5 a 6
animais em cada grupo.

Figura 3.3.3: Parasitemia observada no 8° dia pos-infeccao. | (infectado); IPV
(infectado tratado com racdo com PV); ICM (infectado tratado com ragdo com
celulose microcristalina).

Figura 3.3.4: Semente de abdbora (A); Farinha de semente de abdbora (B);
Maceracédo da farinha com etanol (C); Separacao do extrato da farinha (D);
Extrato bruto (E); Passagem pelo rota-evaporador para retirada do alcool
residual (F); Extrato final (G).

Figura 3.3.5: Motilidade intestinal dpil5. N (normal); NEXTRAT (normal tratado
com extrato vegetal); | (infectado); IEXTRAT (infectado tratado com extrato
vegetal). Média e desvio padrédo de 5 a 6 animais em cada grupo

Figura 3.3.6: Parasitemia dpi8. | (infectado); IEXTRAT (infectado tratado com
extrato).

Anexo 2: Revisao 2

Figura 1: Numero de referéncias encontradas na busca por “functional food

Xi

Paginas

11

45
47

49
50
52
53

54

63

65

67

68

69

128



LISTA DE TABELAS

Parte II- METODOLOGIA

Tabela 1- Formulacdo dos biscoitos controles e experimentais
elaborados com FSA torrefada

Tabela 2- Formulagao das ragfes controle e experimental (com FSA)

Parte Ill- RESULTADOS

lll. 1. Manuscrito 1

Table 1-Formulation of control and experimental biscuits made with
torrefied PSF

Table 2- Proximate Composition of the Pumpkin Seed Flour (PSF)
Table 3- Content of amino acids of the PSF and comparison with the
FAO amino acid reference standard (1985)

Table 4- Mineral Profile of the PSF and RDI

Table 5- Physical parameters of the control and experimental biscuits
[ll.2.Manuscrito 2

Table 1: PSF Formulated experimental Diet

Table 2: Frequency of different grades of inflammation on
histopathology study of gut and heart tissues of mice fed with control or
PSF diet.

[11.3.Resultados suplementares

Tabela 3.3.1: Formulacdo de racdo a base de caseina com celulose
microcristalina

Parte VI-ANEXOS

Anexo 1: Revisédo 1

Tabela 1: Descritores utilizados para a busca bibliografica do trabalho
Tabela 2: Categorias teméaticas dos 198 artigos identificados

Tabela 3: Conjuntos de artigos revisados no trabalho

Anexo 4: Laudo da composicao centesimal das racdes

Tabela comparativa do laudo da analise centesimal das racfes

Xii

Paginas

14

15

26

28
30

30
33

44
51

65

106
106
107

147



LISTA DE QUADROS

Paginas
Anexo 2: Reviséo 2
Quadro 1: Exemplos de componentes de alimentos funcionais 129
Quadro 2: Principais marcas de produtos funcionais 132

comercializados no Brasil
Quadro 3: Residuo vegetal descartado pela industria alimenticia 133

xiii



LISTA DE ABREVIATURAS

AACC - American Association of Cereal Chemists

AOAC - Association of Official Analytical Chemists.

ATWATER - Sistema Atwater, sistema derivado de estudos de Atwater e
colaboradores no final do século IXX para calcular a energia disponivel nos
alimentos.

FA — Fibra alimentar

FAO- Food and Agriculture Organization of the United Nation

FSA- Farinha de semente de abobora*

GESTEC - Sistema de Gestéo Tecnolégica da Fiocruz

NIFEXT — do inglés - Nitrogen free extract (extrato sem nitrogénio)

NIT- Nucleo de Inovacao Tecnoldgica do Instituto Oswaldo Cruz

PNAN - Politica Nacional de Alimentacao e Nutricao

PPM- parte por milhdo

PSF — Pumpkin seed flour *

PV- Produto vegetal*

Se- Selénio

SUS- Sistema Unico de Saude

”

*No presente trabalho “produto vegetal”, “farinha vegetal”, “farinha de semente de

abobora”, e “pumpkin seed flour” sdo considerados sinébnimos

Xiv



- INTRODUCAO



I-INTRODUCAO
Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, descrita em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas,
€ uma doenca humana causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, relacionada
com o subdesenvolvimento e pobreza, sendo principalmente encontrada na América
Latina e atualmente também em paises desenvolvidos ndo endémicos devido a

123 E uma das doencas negligenciadas pela indUstria

migracdo de portadores
farmacéutica e por politicas publicas dos paises endémicos, e seu custo social ao

sistema de salde no Brasil se eleva & ordem de 130 milhdes de délares por ano*”.

As vias de transmissdo da doenca de Chagas séo vetorial, oral, transfusional,
por transplante de 6érgaos, vertical (congénita e durante a amamentacdo) e por
acidentes de laboratério ®’. No caso de infeccéo oral, o acai tem sido o alimento
mais frequentemente envolvido com mais de 200 casos notificados no Brasil entre
2006 e 2007 °.

Existem apenas dois medicamentos que sao utilizados para o tratamento
tripanocida, o benzonidazol e o nifurtimox, sendo encontrado no Brasil apenas o

910 passados mais de 100 anos de sua descoberta, o sucesso do

primeiro
tratamento na doenca de Chagas tem esbarrado em diversos obstaculos como
acesso, reacOes adversas, adesao do paciente e, sobretudo, desconhecimento da
comunidade médica sobre o novo paradigma a ser adotado no sentido de utilizar as
drogas tripanocidas tanto na fase aguda como na cronica™”.

A doenca de Chagas pode ser dividida em fases aguda e crbnica. A primeira
geralmente é assintomética e, quando sintomatica (em menos de 10% dos casos),
os sintomas sao inespecificos. Nessa fase pode ocorrer uma miocardite branda e
difusa, podendo ser acompanhada de taquicardia, dispnéia ao esfor¢co, edema de
membros inferiores, e hipertensdo®. O tratamento adequado e precoce na fase
aguda previne com 100% de chance sua evolucéo para a fase crénica sintomatica
1012 Os individuos infectados nao tratados progridem para fase cronica, inicialmente
assintomatica, dita forma indeterminada, na qual permanecem cerca de 75% dos
casos. Posteriormente, 25-30% dos pacientes vém a desenvolver alteracbes
cardiacas, até 10% digestivas ou mistas, alguns também desenvolvem alteracdes

neurolégicas (até 2%) %13 Os fatores que influenciam para que alguns individuos

2



se apresentem sintomaticos ou assintomaticos na doenca de Chagas ainda sao
controversos '3, Entretanto, a relagéo parasito-hospedeiro, aspectos sociais, assim
como os estados imunolégico e nutricional parecem determinantes para que
pessoas infectadas pelo T. cruzi evoluam para as formas clinicas mais graves,
enquanto outros permanecam assintomaticos por toda vida *****. No entanto ha um
consenso sobre a relevancia do equilibrio dos mecanismos inflamatorios e
imunoldgicos que controlam a carga parasitaria e que, em excesso, podem gerar
dano tecidual e inflamac&o cronica lesiva ao portador desta infeccéo™.

As doencas infecciosas parasitarias, como a doenca de Chagas, tém grande
importancia por seu expressivo impacto social, ja que estdo diretamente associadas
a pobreza e a qualidade de vida, enquadrando patologias relacionadas a condi¢fes
de habitacdo, alimentacdo e higiene precarias, e desconhecimento de fatores de
risco™. Ha relatos de que fatores socioculturais, em grande parte, podem controlar e
prevenir as doencgas parasitarias, sendo fundamental a implementacdo de
intervencdes combinadas & conscientizacéo social ***°.

Tais caracteristicas reforcam a necessidade de se investigar medidas
terapéuticas que vao além do contexto parasito- hospedeiro, sendo ainda um desafio
a busca por uma terapia que trate do individuo holisticamente. Nesse contexto, a
dietoterapia, que consiste huma perspectiva de tratamento através do uso dietético
de alimentos, poderia se constituir uma nova peca na modulacdo dos processos
infecciosos tipicos da doenca de Chagas. Considerando a pertinéncia do tema, foi
realizado um levantamento bibliogréfico sobre as abordagens nutricionais aplicadas
a doenca de Chagas (Anexo 1), no qual péde-se constatar que este tema ainda é

também negligenciado.

Dietas e inflamacéao

Genericamente, a dieta corresponde aos padrées alimentares dos individuos,
podendo representar uma combinacdo recomendada de alimentos em determinadas
proporcdes para atender necessidades terapéuticas, segundo a atual Politica

Nacional de Alimentac&o e Nutricdo (PNAN)*.

J& a inflamacéo pode ser definida como o conjunto de altera¢des bioquimicas,
fisiol6gicas, celulares e imunolégicas em resposta a estimulos agressivos ao

organismo’’. Esses eventos, que ocorrem em etapas bem reguladas, podem
3



culminar com a recuperacao do tecido e da funcdo. Entretanto, a ativacdo intensa
dessa resposta leva a morte celular massiva causando danos teciduais que podem
comprometer o funcionamento dos sistemas®’.

Dentre os diversos fatores que levam a resposta agressiva ao organismo, 0S
préprios componentes alimentares, especialmente os macronutrientes, podem gerar
estresse oxidativo e consequentemente, desencadear processo inflamatério, mesmo
que de baixa intensidade*®. Em contrapartida, estudos vém demonstrando os efeitos
benéfico e protetor de compostos nutricionais sobre o0s processos inflamatérios
1920212223 Destacam-se 0s compostos presentes em frutas, verduras e peixes,
como os &cidos graxos insaturados, fibras alimentares e antioxidantes naturais 2*°.

Dessa forma a dieta pode ser apontada como um dos principais reguladores
do estado nutricional a partir da modulacao dos fatores desencadeantes do estresse
oxidativo, protegendo contra doencas®. Assim, é relevante o conhecimento sobre as
propriedades funcionais de alimentos que promovem efeitos benéficos a saude, no
que se refere a reducéio de processos inflamatérios *2°. Tal fato ressalta o papel de
destaque que a alimentacao exerce sobre o equilibio e manutencao da boa saude.

Na infeccdo pelo T. cruzi, o processo inflamatério inicial é dependente
diretamente da presenca do parasito. Assim, enquanto as células estdo integras,
ndo ocorre inflamacdo em torno, mas, a medida que aumenta o numero de células
destruidas pela multiplicacdo parasitaria, aumenta a infiltracdo celular que pode ser
confirmada por andlise histopatolégica %’. O curso da infeccdo e intensidade da
resposta imune do hospedeiro determinard a intensidade do dano tissular. Dessa
forma, o uso de compostos dietéticos que modulam a resposta inflamatéria poderia,
em tese, ser eficaz no tratamento da doenca. Essa questao foi uma das abordadas

neste trabalho.

Efeito da dieta rica em fibras alimentares sobre as fung¢des intestinais

Fibra alimentar (FA) € descrita como compostos presentes no reino vegetal
gue quando ingeridos séo resistentes a hidrélise, digestdo e absor¢cdo no intestino
delgado, apresentando fermentacdo parcial no intestino grosso 2?°. A fibra
alimentar inclui polissacarideos, oligossacarideos, lignina e substancias associadas
de plantas. Os efeitos fisioldégicos exercidos pela fibra alimentar, entre outros, sao

laxacdo, aumento do bolo fecal, atenuacéo do colesterol e glicemia sanguinea 33,

4



Também é considerada como coadjuvante no tratamento e controle do sobrepeso e
obesidade, pois promove sensacédo de saciedade, e seu adequado consumo tem

sido associado a reducéo do risco de doencas cardiovasculares 3233343

Pode-se afirmar que, dos componentes dietéticos, a fibra alimentar é o
principal capaz de atuar beneficamente sobre a funcdo intestinal, devido a sua
capacidade de influenciar sobre o peso fecal®®. A atuacdo fisioldgica da fibra
alimentar, dentre outros fatores se relaciona a sua solubilidade em agua. De acordo
com a solubilidade elas podem ser classificadas em solUveis (pectinas, gomas e
mucilagens) e insollveis (celulose, hemicelulose e lignina)®’. As fibras insoltveis
teriam acao mais restrita ao aspecto fisico, influenciando sobre peso e volume fecal,
enquanto as sollveis agiriam sobre o trato intestinal afetando, principalmente, a
absorcdo de glicose e lipidios, devido as sua capacidade de formar solucbes
viscosas.

Entretanto, o conceito citado anteriormente veio sofrendo modificacédo, e a
FAO/ WHO?® recomendaram que os termos “fibra soltvel e insoltvel” ndo deveriam
mais ser empregados por induzirem a erros de interpretacdo, uma vez que
determinados tipos de fibra insolivel sé&o rapidamente fermentados, e alguns tipos
de solivel ndo afetam a absorcdo de glicose e lipidios®. Apesar dessa
recomendagao o termo fibra insoluvel e soluvel ainda é vigente e ainda se faz
presente na literatura atual.

Em associacdo a fibra alimentar encontram-se compostos bioativos e
antioxidantes, com alto potencial terapéutico e que atuardo sinergicamente, trazendo
beneficios™. Ressalta-se, entretanto, que as fibras alimentares e os antioxidantes
nao estao presentes apenas em partes tradicionalmente consumidas dos vegetais.
Trabalhos mostram que cascas e sementes podem apresentar maiores quantidade
desses compostos quando comparados & prépria polpa ****. Dessa forma, estudos
sobre a aplicacdo de subprodutos alimenticios como promotores de saude s&o
inovadores e necessarios.

Sabe-se que a infeccdo pelo T. cruzi altera a funcdo intestinal levando a
reducdo da motilidade, constipacdo e em casos mais severos, estase intestinal
cronica’®'!3. O uso de fontes alimentares alternativas ricas em fibras alimentares

poderia contribuir, entdo, para melhora da funcéo intestinal.



O uso de alimentos como agentes promotores de saude

De acordo com o Guia Alimentar para Populacéo Brasileira** os processos de
transicdo demogréfica, epidemiolégica e nutricional sdo decorrentes das
modificacdes no padrdo demografico, no perfil de morbimortalidade e no consumo
alimentar e de gasto energético.

A migracdo da populacdo do campo para a cidade frequentemente é
acompanhada por piora nos padrbes alimentares. Assim, a denominada “transicéo
nutricional” implicou uma mudanca no padrédo alimentar “tradicional”’, baseado em
alimentos naturais e menos processados, culminando em um padrdo dietético rico
em gorduras saturadas e trans, aclUcares simples, assim como 0 consumo de
alimentos industrializados, pobres em antioxidantes e fibras alimentares 30444°,

Apesar de tais alteracbes no padréo dietético, atualmente tem-se observado o
crescente interesse pelos consumidores sobre os alimentos que estdo consumindo,
inclusive entre familias de menor renda, que também se mostram preocupadas em
manter as préaticas alimentares saudaveis “°*’. Nesse contexto, o uso de alimentos
funcionais pode ser indicado, jA& que este grupo esta relacionado a promoc¢édo de
salide e bem estar®.

Os alimentos funcionais sao alimentos ou ingredientes que, além de seu valor
nutricional, contém em sua composi¢cdo alguma substancia biologicamente ativa
que, ao ser adicionada a uma dieta usual, e sem supervisdo médica, promovem
benéficos & satde®. Nao existe uma definicdo universal para o termo “alimento
funcional”. A legislacdo brasileira, por exemplo, ndo define alimento funcional 4°° e,
através de resolucGes e portarias especificas® define “alegagdo de propriedade
funcional” e “alegacgéo de propriedade de saude”.

As substéancias bioativas que compdem os alimentos funcionais podem estar
presentes naturalmente ou serem adicionadas®. Alimentos de origem vegetal como

frutas e hortalicas sdo fontes naturais desses compostos®. J& as substancias

® Legislacdo brasileira: Esta legislacdo, além de estabelecer as diretrizes para a utilizacdo e
condicBes de registro para os alimentos com alegacdo de propriedade funcional e/ou de saude, inclui
também as normativas para a rotulagem do produto industrializado (ANVISA, 1999 abcde; ANVISA,
2000; ANVISA, 2002; ANVISA 2005 abc; ANVISA 2008; ANVISA, 2011) — ver referéncias no Anexo 2-
revisao 2.



bioativas adicionadas aos alimentos industrializados, em sua maioria, ndo sao
produzidas no Brasil, sendo importadas e usadas na forma de mddulos purificados
525334555657 Egsse processo de elaboracdo é dispendioso e, por isso, esses
alimentos funcionais produzidos tém um elevado valor comercial, sendo de restrito
acesso a populacdo de baixa renda. Assim, seria interessante o estudo da
viabilidade de uso de subprodutos com potencial funcional e mercadolégico, o que
poderia reduzir custos além de contribuir com o meio ambiente, devido a reducéo de
residuos gerados.

A semente de abobora é um exemplo de subproduto com potencial. Trabalhos
em escala laboratorial com essas sementes tém demonstrado seus beneficios a
salde °8°900.61626364 A semente de abdbora é rica em fibras e seu 6leo possui
agentes antioxidantes com acéo terapeutica®®. Essa semente também é utilizada
tradicionalmente na medicina popular brasileira como vermifugo °*°°.

Fundamentando-se na importancia do uso dos alimentos funcionais na dieta
habitual, assim como no seu facil acesso pela populagéo, inclusive de baixa renda,
realizamos um levantamento bibliografico sobre o uso inteligente de subprodutos de
origem vegetal como alimentos funcionais (Anexo 2). A revisdo mostrou que € viavel
0 uso dos subprodutos de origem vegetal como uma fonte alimenticia de valor,

especialmente como alimento ou ingrediente com propriedade funcional.

Justificativa do trabalho

Com base nas consideracfes acima, o presente trabalho abordara pela
primeira vez o uso de uma fonte alimentar rica de fibras e antioxidantes, em matriz
dietética que incorpora farinha de semente de abdbora, em um modelo experimental
de doenca de Chagas pré-estabelecido pelo grupo, que apresenta alteracao
intestinal mensuravel e dindmica ao longo da fase aguda, um periodo de tempo

6667 Este modelo foi previamente

viavel para ser acompanhado em laboratério
testado com a abordagem nutricional que adiciona selénio & agua dos animais®, e
neste trabalho a avaliacdo do efeito de uma dieta a base de semente de abobora
(produto vegetal) foi associada ou ndo ao tratamento nutricional com selénio. O
modelo de alteracdo intestinal permite avaliar ndo apenas as alteracoes
histopatolégicas, como também monitorar a funcionalidade intestinal ao longo da
fase aguda da infeccéo pelo T. cruzi, através da avaliacdo da motilidade intestinal de

forma néo invasiva. O trabalho surgiu da reflexdo sobre o alimento como requisito
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basico para a saude atuando como contribuinte para o enfrentamento de doencas,
inclusive as doencas infecto-parasitarias, tal como reportamos nas revisfes inseridas
nos Anexos 1 e 2.

Apesar dos inumeros beneficios dos alimentos funcionais para a saude
humana, a grande maioria dos trabalhos publicados sobre esses alimentos enfatiza
as partes tradicionalmente consumidas, como polpas e folhas, pouco explorando o
potencial dos talos, cascas e sementes vegetais. Pode-se dizer que a abordagem
destes subprodutos como alimentos funcionais ainda € incipiente, em um movimento
crescente e que tem ganhado forca nos ultimos anos, repensando as questdes
sociais, de sustentabilidade, e reducdo de desperdicios. Também é nesse contexto
que a busca por uma terapia que trate do individuo holisticamente, associando
diversas abordagens terapéuticas bio-psico-sociais, continua a ser um desafio,
especialmente para o enfrentamento de doencas infecciosas.

E ampla na literatura a presenca de relatos sobre como fatores relativos ao
estado imunoldgico e nutricionais dos hospedeiros exercem influéncia e determinam
gue pessoas infectadas por diferentes agentes evoluam para as formas clinicas mais
OU menos graves, enquanto outras permanecem assintomaticas por toda vida. A
dietoterapia, campo pouco ou quase nada explorado com o foco na doenca de
Chagas, poderia, entéo, se constituir numa peca chave na modulagdo dos processos
infecciosos tipicos da infeccao pelo protozoario. Assim, este trabalho tem como foco
a geracdo de inovacbes terapéuticas de base nutricional para possivel futura
aplicacdo em portadores de doenca de Chagas, e buscara sistematizar ao final
algumas recomendacdes para o Sistema Unico de Satde .

A construcdo dessa tese procurou contribuir para o desenvolvimento da linha
de pesquisa em inovacdes terapéuticas e tomou como elementos para a
investigagdo os efeitos benéficos de alimentos funcionais que muitas vezes sao
subutilizados pela populacdo. Optamos por apresentad-la em formato de artigos
submetidos para publicacdo, enfrentando o desafio da fragmentagdo conceitual e
metodoldgica de cada parte do trabalho realizado, mas apostando nos beneficios da

organizacdo dos dados para divulgacéo rapida.



OBJETIVOS
Objetivo geral

Avaliar o efeito de um produto vegetal (PV) como potencial agente redutor de

inflamacéo e de alteracfes intestinais na infeccdo experimental por T. cruzi.

Objetivos especificos

1. Elaborar e caracterizar quimicamente um produto vegetal (PV) a base de
semente de aboObora e testar em modelo de alteragdo intestinal estabelecido no
LITEB o efeito de uma racédo a base de PV e de sua associacao a terapia nutricional
com selénio - manuscritos #1 e #2

2. Aplicar o PV em biscoitos para teste sensorial em humanos e em ragdes
para camundongos. > manuscrito #1

3. Testar o efeito anti-inflamatério da racdo a base de PV na doenca de
Chagas experimental aguda - manuscrito #2

4. Testar o efeito anti-constipante da racédo a base de PV na doenca de Chagas
experimental aguda - manuscrito #2



- METODOLOGIA



- METODOLOGIA

Protocolo experimental e manuscritos produzidos:

Revisao da literatura

\d

Anexo 1: Abordagens
nutricionais aplicadas a
doenca de Chagas: um tema
negligenciado

\

Anexo 2: O uso inteligente
de subprodutos de origem
vegetal como alimentos
funcionais: o caso brasileiro

Elaboracao de estratégias para realizacdo dos
trabalhos experimentais

v

Elaboracéo da farinha de sementede abdbora

1 1

Analise quimica e Elaborac&o das racdes
microbiolégica da farinha com farinha e controle
Aplicacdo em biscoitos doces Ensaio pre-clinico
* Modelo preventivo: agrupamento
e suplementacao da farinha e
Andlise quimica, fisica e selénio 15 dias antes da infeccéo
sensorial dos biscoitos *
(teste em humanos)

Parametros avaliados:

 / peso, consumo,
parasitemia, mortalidade,
tempo de transito intestinal,
histopatologia

v

Artigo 2

Artigo 1

Figura Il.1: Fluxograma do protocolo experimental e dos manuscritos produzidos
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Os resultados do Artigo 2 ensejaram trés outras abordagens que foram realizadas
com intuito exploratdrio, para apontar caminhos de aprofundamento dos estudos.
Elas estdo descritas na parte Il1.3 desta Tese, como “ Resultados suplementares no
modelo experimental para identificacdo de possiveis mecanismos de acdo do
produto vegetal”’, e consistem em: (a) estudos sobre as células de Cajal; (b) estudos
sobre o extrato alcodlico do PV; e (c) estudos com uma dieta a base de celulose
microcristalina. Por conterem resultados de experimentos que ndo puderam ser
repetidos no tempo de desenvolvimento da Tese, ndo podem ser considerados
definitivos, e serdo descritos, tanto em seus procedimentos, quanto em resultados,

apenas na parte 111.3, adiante.

Preparo da farinha de semente de abdbora

Sementes obtidas de abdboras baianas (C. moschata.) provenientes da
Central de Abastecimento do Rio de Janeiro (CEASA-RJ) foram higienizadas,
sanitizadas (200ppm/10minutos), secas em estufa ventilada a 40° C/18h e torrefadas
a 150 a 180°C por aproximadamente 15 minutos (ver figura 1 do Manuscrito 2). Apos
resfriamento em temperatura ambiente as sementes foram trituradas em

liquidificador de onde se obteve a Farinha de Semente de Abobora (FSA).
Composicao centesimal e valor caldrico da farinha

Foi realizada conforme metodologia descrita por Cerqueira (2006)* e
Santangelo (2006)%, de acordo com os métodos oficiais, sendo: a fibra alimentar na
FSA torrefada determinada pelo método de Van Soest (1963)°, modificado por
Mendez et al.(1985)*. As anélises de umidade, cinza e proteina bruta foram
determinadas de acordo com a Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
1995)"2. O fator de multiplicacdo para o nitrogénio titulado foi 5,7 (Jones, 1941)"3. Os
glicidios foram calculados por diferenca das demais analises (NIFEXT). O valor
caldrico total foi calculado empregando-se os seguintes fatores de ATWATER: 4
Kcal/g para proteinas e carboidratos e 9 Kcal/g para lipideos.

A farinha foi avaliada microbiologicamente e analisada quanto a sua

composicdo de aminoacidos e de minerais. Também foram determinados os
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compostos volateis e atividade de agua além do perfil lipidico e seu potencial

antioxidante. Essas analises foram realizadas conforme descrito no artigo 1.

Aplicacéo da farinha

Considerando que o estudo clinico € constituido de fases cuja investigacao
alvo é o ser humano, ja na fase pré-clinica deve-se ter a preocupacao de que o
produto avaliado, a semente de abdbora, sera aceito. Assim, a farinha de semente
de abdbora antes de ser administrada na racao experimental, no ensaio pré-clinico,
foi aplicada em biscoitos doces e avaliada sensorialmente em humanos. Esta etapa
€ de fundamental importancia e deve ser realizada em alimentos ou ingrediente que
nao fazem parte da dieta habitual, visto que podem ndo ser bem aceitos e,

consequentemente, quando prescritos, ndo ser usados com regularidade.

Elaboracdo e composicdo quimica de biscoitos:

Biscoitos tipo Sequilho e Lingua de gato, a base de polvilho doce e farinha de
trigo, respectivamente, tiveram esses ingredientes substituidos parcialmente pela
farinha de semente de abdbora (FSA). A formulacdo foi desenvolvida por
modificacdo do padréo descrito pela American Association of Cereal Chemists
(AACC, 1995)"*, conforme Tabela 1.

O processamento dos biscoitos foi manual sendo a massa dividida em
pequenas porcdes que foram estiradas com rolo de polietilieno e moldada de acordo
com seu formato padrdo. Os biscoitos Sequilhos foram assados a 120° C por 20
minutos e os biscoitos Linguas de gato a 160° C por 25 minutos.

Os biscoitos foram analisados quimicamente utilizando-se rétulo de
composi¢cdo nutricional dos ingredientes adicionados, tabela de composicdo de
alimentos e dados obtidos das analises quimicas da farinha de semente de
abobora®®®">. Foram também analisados quanto & caracteristica fisica e aceitacdo
sensorial (odor e sabor atraente, ndo repelente), conforme mostrado no manuscrito
1.
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Tabela 1- Formulacao dos biscoitos controles e experimentais elaborados com FSA

torrefada

INGREDIENTES

BISCOITOS (%)

Sequilho* Lingua de gato**
Controle FSA Controle FSA
FSA - 11,00 - 11,36
Polvilho Doce 49,00 38,00 -
Farinha de Trigo - - 37,62 26,26
Manteiga - - 23,52 23,52
Acucar Refinado 21,00 21,00 37,63 37,63
Baunilha - - 0,30 0,30
Clara de Ovo - - 0,94 0,94
Chocolate em p6 4,00 4,00 - -
Ovo 5,00 5,00 - -
Gordura*** 21,00 21,00 - -

*Substituicdo de 23% do valor total de polvilho doce pela FSA
** Substituicdo de 30% do valor total de farinha de trigo pela FSA

*** Margarina

Elaboracédo e composicéo centesimal das racdes

A formulacéo das racdes para o ensaio pré-clinico (Tabela 2) foi realizada

conforme descrito por Reeves et al (1993)’° para dieta de manutencdo de roedores

adultos e por Cerqueira (2006)*. Cuidado especial quanto & coccdo deve ser

tomado pois este processo pode afetar suas propriedades fitoquimicas .

As racgOes foram elaboradas inicialmente “in house” e posteriormente por

encomenda a empresa Rhoster Co. (Aragoiaba da Serra, SP, Brasil). O laudo da

composicdo centesimal das racdes foi enviado pela empresa Rhoster e seguiu as

metodologias vigentes de analise.
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Tabela 2- Formulacao das racdes controle e experimental (com FSA)

Componentes g/100g RACAO
Controle (%) FSA (%)
Amido de milho 46.57 47.07
Dextrina 15.50 -
FSA - 15
Caseina 14.0 14.0
Sacarose 10.0 10.0
Oleo de soja 4.0 4.0
Celulose microcristalina 5.0 5.0
Mistura mineral (AIN-93M-MX) 3.5 3.5
Mistura vitaminica (AIN-93-VX) 1.0 1.0
L-cistina 0.18 0.18
Bitartarato de Colina 0.25 0.25

Modelos experimentais

O método de estudo da infeccdo pelo Trypanosoma cruzi usando modelos
animais foi estabelecido desde que a doenca foi descrita por Carlos Chagas’®.
Considerando as vastas aplicacdes de diferentes cepas, animais e protocolos para o
estudo da infeccdo experimental, a escolha do modelo a ser utilizado no presente
trabalho baseou-se na analise de varios pontos, em especial as perguntas a serem

respondidas®’.

Sabe-se que a infeccdo pelo parasito em modelos animais e em humanos
leva disturbios intestinais e digestivos com diminuicdo do transito intestinal, aumento
do diametro intestinal e constipacdo severa® ’°®. Além disso, na fase aguda, o
processo inflamatorio e lesbes com comcomitante perda de fungcéo dos orgaos alvo
determinardo a gravidade e curso da doenca para fase cronica®®. O modelo
experimental de fase aguda € um importante foco de estudo e é adequado para
estudos de transito intestinal ®*°”®®.0 modelo experimental desenhado e aplicado
por Nnosso grupo para avaliar o tempo de motilidade intestinal em camundongos,
utiliza a ingestéo de carvao ativo e sua excrecdo em tempos mensuraveis °°. Com o

desenvolvimento desse método foi possivel avaliar a diminuicdo da motilidade
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intestinal ocasionada pela infeccdo, bem como aplicar tal técnica para diferentes
cepas de parasito, quando observou-se que o tempo de eliminagéo fecal do carvao
ativo era maior nos animais infectados nas diferentes cepas testadas na fase
aguda®’.

Ainda em relacdo ao modelo experimental desenvolvido, o grupo verificou que
a suplementacéo de selénio era capaz de reduzir a constipagdo entre os animais
infectados tratados com esse antioxidante, apresentando menor tempo de excregao
fecal quando comparados aqueles infectados sem suplementacéo®. Além disso, o
diametro do lumen intestinal foi significativamente reduzido nos animais infectados
suplementados com selénio.

Investigacbes com fibras alimentares também provam e confirmam sua
eficacia terapeutico sobre os disturbios intestinais devido a sua capacidade em
aumentar o peso, a umidade, o volume fecal e o numero de evacuacdes, podendo
também atuar sobre a inflamac&o intestinal?%3¢81:82,

Considerando as perguntas ja respondidas pelo grupo com o modelo animal
estabelecido, esse trabalho pretende confirmar, reproduzindo os mesmos métodos
descritos no Artigo 2, a hip6tese de que uma dieta suplementada com FSA, poderia

melhorar sintomas intestinais causados pela infec¢cao experimental pelo T. cruzi.

Analise estatistica

Conforme descrito no artigo 1 os parametros fisicos dos biscoitos doces
elaborados a partir de farinha de semente de abdbora foram avaliados por analise
de variancia (ANOVA) e teste de Tukey em nivel de confianca de 95% usando o
software Statistical versdo 6.0. Para o teste sensorial dos biscoitos usou-se o indice
de aceitacdo (IA)®. Os resultados do ensaio pré-clinico foram analisados usando
teste t ou ANOVA, para as variaveis com distribuicdo normal e Mann-Whitney U-test
para variaveis com distribuicdo ndo normal, como descrito nos Manuscritos 1 e 2,
com nivel de confianca de 95% (significancia estatistica quando p < 0,05). Para essa

etapa empregou-se o software SPSS versao 8.0.
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[lI- RESULTADOS

Experimentacdo de racdes formuladas a base de produto vegetal em modelo

animal de doenca de Chagas

Contexto:

Esta parte da tese tem por objetivo detalhar os trabalhos experimentais realizados
para testar a hipétese de que uma dieta suplementada com sementes de abobora
poderia melhorar sintomas intestinais causados pela infeccdo pelo T. cruzi. O
resultados obtidos encontram-se apresentados em dois manuscritos e em um

suplemento de resultados adicionais:

1.1 Avaliacdo da composicdo quimica das sementes de abdbora e sua aplicacéo

na producéo de biscoitos (Manuscrito 1)
[ll.2. Efeito comparativo da alimentacdo com selénio e produto vegetal na fase
aguda da infeccdo experimental por T cruzi: prova de conceito em ensaio pré-clinico

(Manuscrito 2).

[11.3 Resultados experimentais adicionais
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I11.1 Manuscrito 1

Avaliacdo quimica de farinha de semente de abobora (Cucurbita moschata

Duchesne) e sua aplicacdo na producao de biscoitos doces

Autores e Filiagado: Priscila M. de Cerqueira®, Tania C. Araujo-Jorge®, Maria Cristina
J. Freitas®, Matilde Pumar®, Armando U. O. Sabaa Srur®, Giselle M. Messias®, José
Guilherme S. Maia® Andréa P. de Souza®

%Laboratorio de Inovagdes Terapéuticas, Ensino e Bioprodutos Fiocruz, RJ, Brasil,;
Departamento de Nutricio Basica e Experimental Universidade Federal do Rio de
Janeiro, RJ, Brasil;

‘Universidade do Estado do Rio de Janeiro, RJ, Brasil,

94 Faculdade de Engenharia Quimica, Universidade Federal do Para, PA, Brasil

Contexto do artigo:

Nas Ultimas décadas aumentou a demanda por novos alimentos
nutricionalmente saudaveis, economicamente viaveis e sustentaveis. Como
consequéncia, a induastria alimenticia vem utilizando ingredientes geralmente
desprezados, ricos em fibra alimentar para produzir e enriquecer seus produtos®*®°,
A incorporacédo de subprodutos provenientes da agroindustria em alimentos comuns
ao habito alimentar representa uma boa estratégia para estimular o consumo de
fibras e de outros compostos nutricionais, contribuindo para a qualidade nutritiva do
alimento final**. A ampla variedade na composicéo quimica da semente de abébora
pode ser uma estratégica em agregar qualidade nutricional, funcional e tecnolégica a
produtos consumidos habitualmente.  Adicionalmente, os adequados escores
sensoriais viabilizam a sua aplicacdo em diversos produtos e facilita seu amplo uso
pela populacdo. O presente trabalho objetivou caracterizar quimicamente a farinha
de semente de abobora (Cucurbita moschata Duchesne), e avaliar a aplicacéo
tecnologica dessa farinha na confec¢do de biscoitos doces tipo Lingua de gato e
Sequilho, para consumo humano. Para a etapa de analise sensorial dos biscoitos
doces foi aplicado o teste de aceitacdo por escala heddnica estruturada de nove

pontos ndo detalhada no manuscrito, mas apresentada no Anexo 3.
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ABSTRACT

The use of seeds contributes to the nutritional quality of food and supports
sustainability. However their nutritional characteristics may vary according to the
origin and climate. This study aimed to evaluate chemically the pumpkin (Cucurbita
moschata Duchesne) seed flour and its technological application in the production of
sweet biscuits. The analysis was performed according to specific methodology. The
flour showed high content of unsaturated fat, fibers and protein, low water activity
and appropriate microbiologic standard. After the torrefaction of the seeds, it showed
high content of magnesium, iron and zinc as well as aromatic compounds. Due to the
addition of the flour, the biscuits became a source of fiber and showed a three times
higher content of protein. Their acceptability index was higher than 70%. It is possible
to use the flour in food without compromising its characteristics. Therefore, it

represents an economic and nutritive alternative of food enrichment.

key words: functional food, pumpking seed flour, dietary fiber, fat acids, biscuits.
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1. Introduction

The demand for new foods that are nutritionally healthy, economically viable
and sustainable has increased over the past few years. As a consequence, food
industry has been using high-fiber ingredients that are normally discarded in order to
produce and fortify its products (Rodriguez and others 2006). The incorporation of
subproducts derived from the agroindustry in foods that are common to the eating
habits of the population represents a good strategy to stimulate the consumption of
fibers and nutritional compounds, which contributes with the nutritional quality of the
final food product.

Some studies showed that antioxidant substances, dietary fiber, poli-
unsaturated oils and proteins are present in large amounts not only in vegetable
parts that are traditionally consumed, but also in fractions such as peels, stems and
seeds of both fruits and vegetables (Cerqueira 2008). The pumpkin seeds are a
highly rich source of these components.

Pumpkin belongs to the order Curcubitales, family Curcubitaceae and genus
Curcubita. The species Curcubita moschata Duchesne, popularly known as “Baiana”
is one of the main species cultivated in Brazil. It has economic and nutritional
importance due to both culinary versatility and richness in nutrients. The pumpkin is
basically constituted by peel, pulp and seeds, which may represent 6% of its total
weight (Santangelo 2006). The scale of production of the pumpkin may reach to 15
tons/hectare. It could represent a significant waste in tons of seeds (EMBRAPA
2013). The seeds and oils of different types of pumpkins are good sources of dietary
fiber and antioxidants; however, the chemical composition may vary according to the
part of the seed, variety, climate, type of soil, harvest conditions, geographic area of
production, processing, storage, among other variables (Preedy and others 2011).

Regarding consumption, pumpking seeds can be utilized as snacks (after
salting and roasting), oil or as flour (Cerqueira 2008; Pumar 2008). The type of
preparation and the characteristics of the pumpkin seed flour can contribute to the
incorporation, acceptance and functional value of different food products. Therefore
its use would enhance the nutritional status of foods commonly eaten, especially
baked products such as biscuits which are highly appreciated in the wide market.

Due to the wide variety in the chemical composition of the pumpkin seed and
its potential to aggregate nutritional, functional and technological quality to foods

commonly eaten, the present work aimed to characterize chemically the pumpkin
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seed flour (Cucurbita moschata Duchesne) as well as to evaluate the technological
application of this flour in the production of “Lingua de gato” (cat’s tongue) and

“Sequilho” (dry biscuits) biscuits.

2. Materials and methods

2.1. Pumpkin Seed Flour (PSF)
2.1.1. Plant material and analysis of the PSF

Seeds obtained from baiana pumpkins (C. moschata) were purchased at the
local market in the city of Rio de Janeiro, hygienized, sanitized (200ppm/10
minutes), dried in an air- oven at 40° C/18 h and torrefied at 150° C to 180° C for
approximately 15 minutes. After cooling at ambient temperature the seeds were
crushed in a blender in order to obtain the Pumpkin Seed Flour (PSF).

Due to specific analytical methods (fatty acids analysis, DPPH and essential
oil), some of the seeds were crushed after being dried in an air-oven, without

previous torrefaction.

2.1.2. Proximate composition and caloric value of PSF

The analyses were carried out as described by Cerqueira (2006) and
Santangelo (2006), according to standard official methods: dietary fiber in the
torrefied PSF was determined by the method of Van Soest (1963), modified by
Mendez and others (1985). Moisture, ash and crude protein were determined
according to AOAC (1995). The convertion fator was 5.7 for titulized nitrogen (Jones
1941). Carbohydrate content was determined by difference (NIFEXT). Energy was
calculated using the following factors of ATWATER: 4kcal/g protein, 4kcal/g
carbohydrate and 9kcal/g fat.

2.1.3. Amino acids Composition of PSF
Amino acids analysis was performed by ultra-violet and high-performance
liquid chromatography (HPLC-DAD/UV), preceded by automatized hydrolysis,

derivation and injection with an Agilant-model, 1100 liquid chromatograph.
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2.1.4. Mineral Composition of PSF

Mineral analysis was done by semi-quantitative inductively coupled plasma
mass spectrometry using the equipment ELAN 6000 by Perkin Elmer-Sciex (AOAC
1995).

2.1.5. Determination of volatile compounds of PSF

Both torrefied and non-torrefied flours were subjected to simultaneous
distillation-extraction using n-pentane as solvent. Qualitative analysis of the volatile
compounds was carried out on a Thermo DSQI Il GC-MS instrument. The analysis
was done under the following conditions: DB -5 ms (30m x 0,25mm; 0,5um film
thickness) silica capillary column; temperature programmed from 60° C to 240° C (3°
C/min); injection temperature 250° C; carrier gas: helium; flow control mode; linear
velocity of 32 cm/sec (measured at 100° C); injection mode; splitless (1 ul of a 1:1000
hexane solution); the split flow was adjusted to give a 20:1 ratio; electronic impact
(El) mode at 70 eV; lon source temperature: 200° C. The quantitative data of the
volatile constituents were obtained by peak area normalization using a Thermo
Focus chromatograph, with flame ionization detector operated under the same
conditions of GC-MS, except that the carrier gas that was helium. The retention index
was calculated for all volatile constituents using a homologous series of n-alkanes
(C8-C20, Sigma-Aldrich). The volatile compounds were identified by comparison of
both mass spectra and retention index with authentic compounds, previously
analyzed and stored in the data system.

Other identifications were carried out by comparison of the mass spectra with
those existing in the data system libraries and cited in the literature (Adams 2007;
NIST 2005).

2.1.6. Determination of the Water Activity (ay) of the PSF
The a, was measured with a water activity meter (Aqualab WP4-C). An
infrared beam focused on a mirror determined the precise dewpoint of the sample.

That dewpoint was then translated into water activity.

2.1.7. Microbiological analyses of the PSF
The numbers of coliforms at 35° C, 45° C, coagulase-positive staphylococci,

Salmonella sp and Bacillus cereus were determined according to the Normative
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Instruction N° 62, of 26 August 2003 (Brasil 2003). Although there are no
microbiological standards for this specific type of flour, the interpretation of the results
was based on the technical regulation on microbiological criteria for foodstuffs (Brasil

2001), group 10, that includes the flours traditionally used for human consumption.

2.2. Pumpkin Seed Oil
2.2.1. The production of the Oil
Oils from torrefied and non-torrefied flours were obtained by cold extraction

using the chloroform- metanol — water (1:2: 0,8) mixture (Bligh and Dyer 1959).

2.2.2. DPPH assay of the PSF and oil

The flour and the oil of the torrefied and non-torrefied pumpkin seeds were
solubilized at a concentration of 10mg/mL. An aliquot (10 pL) of the solution was
mixed with 900 pL of Tris HCL buffer (100mM), 40 pL of ethanol, 50 pyL of Tween 20
(0.5% m/v) and 1000 pL of 0.5mM DPPH. The reaction mixture was shaken
vigorously and stored in the dark for 2 hours. The absorbance of the resulting
solution was measured at 517 nm after 30 minutes. The percentage inhibition was
calculated using the following formula: [(A; — Ai/ Ag) x 100], where A, was the
absorbance of the control, and A; was the absorbance of the sample. The extent of
inhibition of the sample was compared to the standard, Trolox, and expressed as mu
equivalent Trolox/100g sample. The equipment used was the GBC UV/VIS 916
spectrophotometer.

2.2. 3. Pumpkin Seed Oil Fatty Acid Composition

Analyses of fatty acid composition were performed in a capillary gas
chromatograph (CGC Agilent 6850 Series GC System) after esterification using the
method of Hartman and Lago (1973).The fatty acids methyl esters were separated
according to AOCS (2009) procedure Ce 1f-96 in a DB-23 Agilent capillary column
(50% Cyanopropyl — methylpolysiloxane), dimensions 60 m, A int: 0,25 mm,
0,25 mm film. The analysis was done under the following conditions: flow rate of
1,0mL / min; linear velocity = 24cm / s; column temperature = 280°C; injector
temperature: 250 °C; oven temperature was 110 — 215°C (5°C/min), 215°C — 24 min;

carrier gas: helium; injection volume: 1,0 mL, Split ratio 1:50.
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2.3. Sweet Bicuits
2.3.1. Preparation of “sequilhos” (dry biscuits) and cat’s tongue biscuits

Both sweet cassava flour and wheat flour used for the preparation of the
“sequilhos” (dry biscuits) and cat’s tongue biscuits, respectively, was partially
substituted by the torrefied PSF. As shown in table 1, the formulation was developed
using a modified AACC method (1995).

Table 1- Formulation of control and experimental biscuits made with torrefied PSF

INGREDIENTS BISCUITS (%)
Sweef;[ caisava Cat’s tongue*
our
Control PSF Control PSF
PSF - 11,00 - 11,36
Sweet cassava Flour 49,00 38,00 -
Wheat Flour - - 37,62 26,26
Butter - - 23,52 23,52
Refined sugar 21,00 21,00 37,63 37,63
Vanilla - - 0,30 0,30
Egg White - - 0,94 0,94
Chocolate Powder 4,00 4,00 - -
Egg 5,00 5,00 - -
Fat*** 21,00 21,00 - -

*Substitution of 23% of sweet cassava flour for PSF
** Substitution of 30% of corn flour for PSF

*** Margarine

The ingredientes were mixed manually to form dough. The dough obtained
was spread on a clean flat surface using polyethylene rolling pin and cut into
traditional shapes.

The “sequilhos” (dry biscuits) were baked in an oven for 20 minutes at a
temperature of 120° C and the cat’s tongue biscuits were baked for 25 minutes at a

temperature of 160° C.

2.3.2. Physical Characterization of the biscuits prepared with PSF

Physical analyses were performed according to the AACC macro method 10-
50D (AACC 1995). Six cookies from the same batch were selected randomly for
determining the following parameters: pre and post cooked weight, diameter,

thickness, expansion factor, thermic factor and total yield.
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The samples were weighed in digital kitchen scale (CAZZA, model CA-110B);
capacity: 3kg; accuracy: 1g. The thickness and diameter were measured with a
millimetric scale. The yield of the products was calculated according to the equation:
post cooked weight x 100/pre-cooked weight. The thermic and expansion factors
were calculated according to the equations: post-cooked weight/pre-cooked weight
and post cooked diameter / post-cooked thickness, respectively.

After all these procedures, the cookies were submitted to the same

determination of moisture at 105° C according to the standard methods.

2.3.3 Determination of the Chemical composition of biscuits made with PSF

The chemical composition of the biscuits was calculated using the nutrition
facts label of its ingredients, a food composition table and data obtained from
chemical analyses of the pumpkin seed flour (Phillip 2002; Cerqueira 2006;
Santangelo 2006).

2.3.4 Sensorial Characteristics of biscuits made with PSF

The samples were evaluated in the food processing laboratory in “Josué de
Castro” Nutrition Institute, located in the Center of Health Sciences of The Federal
University of Rio de Janeiro, in the City of Rio de Janeiro, Brasil. The level of
acceptance was evaluated using an effective test with potential consumers of the
products. Each consumer received a sample of the biscuit of approximately 69,
wrapped in aluminium foil coded with numbers of three digits. The experiment was
organized using a randomized complete block design, and performed with 100
tasters, potential consumers of the product. The consumers evaluated how much
they liked or disliked the biscuit, using a structured 9-point hedonic scale for the
following attributes: aroma, consistency and flavour (Austin and Ram 1971). This
work was submited and approved by the Research Ethics Commitee of the Federal

University of Rio de Janeiro, under the protocol n°® 127/07.

2.4 Statistical Analysis
Data were subjected to analyses of variance (ANOVA) and Tukey's test with a
trust level of 95% using the software Statistical version 6.0. A level of acceptability

equal or higher than 70% indicated good acceptability of the product (Dutcosky 2009)
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3. Results and Discussion

3.1 Proximate Composition and Caloric Values of the PSF

Table 2- Proximate Composition of the Pumpkin Seed Flour (PSF)

COMPONENTS (%) PSF
Moisture 1,3+0,2
Ash 45+0,1
Proteins 27,7+0,2
Lipids 37,4 +0,8
Insolubel Fibers 36,7+1,4
Total Carbohydrates® traces
Kcal“% 585,7

T Calculated by difference

2 Calculated from the Awater Conversion Factor: 9 (lipids), 4(protein and carbohydrates)

The percentage of moisture is an important parameter, because it is related to
the amount of water in the food. Moisture is considered one of the main factors of
acceleration of chemical, enzymatic and microbiological reactions, therefore,
appropriate values of moisture must be kept. There are no specific parameters for
the PSF, nonetheless, it was observed that the PSF would not exceed the maximum
percentage allowed, which is 15% when it is compared with different kinds of flour
from vegetable origins (CODEX 2013). Flours with moisture higher than 15% tend to
form lumps, which affects the production of specific foods.

Regarding the percentage of ash, the value that was found in the present
study (4,5 g%) showed that the product was not refined. The percentage of ash is
related to the amount of minerals from the vegetable substance and it is also a
specific quality factor. National and International parameters allow maximum ash
values near to 4% however, it may vary according to the origin of the flour. Variation
of the predicted value up to 20% is acceptable (BRASIL 2005a; CODEX 2013).
Some studies showed percentage of ash in Cucurbitaceae seeds similar to the
values found in the present study (Achu and others 2005).

The type of technological process of the flour, which maintains the integument
and the seed’s endosperm, justifies its high level of protein, lipids and dietary fibers.
Literature data, similar to the ones found in the present study, shows significative

levels of dietary fibers, proteins, lipids in vegetable seeds and also show among the
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dietary fibers, the insoluble fraction is the predominant one (ElI adawy 2001; Achu
and others 2005).

Regarding the Cucurbitaceas kind of seeds, study developed by Samant and
Rege (1989) also found a high percentage of dietary fibers. In the Telfairia
occidentalis seeds, besides a considerable percentage of dietary fibers (9,25%)
Samant and Rege (1989) also found, protein levels of 16% and lipid levels of 48,6%.

The lipid and protein values of the studied flour were lower to the ones found
by Younis and others (2000). The authors verified that this kind of pumpkin seed
(Cucurbita pepo L.) has in its composition approximately: 38% of proteins, 37% of
carbohydrates and 35% of oil that is composed of 78% of unsaturated fatty acids.
The predominant fatty acids were: palmitic, stearic, the oleic and linoleic (this one in
higher quantity). Achu and others (2005) studied the nutritional value of five kinds of
Cucurbitaceae. The average proteic value of the Cucumi stuvus, on a dry basis, was
28,68% (+ 2,38). In this study the authors also concluded that the Cucurbitaceae’s
seed can be considered a source of oil and proteins.

The PSF showed a caloric value slightly larger to the one found in the
traditionally consumed flours, such as: oatmeal, corn, wheat, rice and sweet cassava
(Philippi 2002). The results indicates that PSF can be used in the production of new
foods, replacing amylaceous sources, without bringing great changes to the

energetic final value

3.2 Amino acid Composition of the PSF

Table 3 shows the amino acid score of the amino acids of the PSF compared
with the FAO reference standard (1985). In a general way proteins originated from
vegetables are limited in amino acids, therefore the ones presented in the PSF are in
lower levels than those required by FAO (1985). Similar results in pumpkin seed
have already been published (Zdunczyk and others 1999; Giami 2004).
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Table 3- Content of amino acids of the PSF and comparison with the FAO amino

acid reference standard (1985)

Amino acid Amino Amino acid Amino
(9/100g of PSF FAO acid (9/100g de PSF FAO acid
protein) Score! Proteinas) Score!
Essential Nonessential
Leucin 1,79 6,61 0,3 Glutamic Acid 4,91 - -
Lysine 2,18 5,80 0,4 Arginine 3,60 - -
Phenyalanine 1,45 6,3 0,2 Aspartic acid 3,14 - -
Tyrosine 1,92 - - Glycine 2,24 - -
Valine 1,32 3,50 0,4 Serine 0,16 - -
Histidine 1,33 1,90 0,7 Proline 0,92 - -
Isoleucine 0,91 2,80 0,3 Alanine 1,11 - -
Methionine 0,31 2,2 0,1
*Met + Cis 0,41 34 0,1
Threonine 0,32 34 0,1

*Met. Metionine Cis= Cistine
L Amino acid score = g of essential amino acid of the protein tested
g of essential amino acid of the standard

3.3 Mineral Analysis of the PSF

Table 4 shows the profile of the main minerals of the PSF and the percentage

of the Recommended Dalily Intake (RDI) for healthy adults.

Table 4- Mineral Profile of the PSF and RDI

Mineral Amount RDI**
(100g/ PSF)

Na (mg) 1,12 *

Mg (mg) 676,8 260

K (mg) 1198 *

Ca (mg) 96,8 1000

Cr (mcqg) 0,12 35

Mn (mg) 5,89 2,3

Fe (mQ) 15,5 14

Cu (mg) 1,98 900

Zn(mg) 11,3 7

Se (mcQ) 3,55 34

| (mcQ) 0,14 130

*BRASIL 2005. ANVISA, Resolu¢cdo RDC 269/2005
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PSF presents high level of magnesium (Mg), manganese (Mn), Iron (Fe) and
Zinc (Zn), according to classification in specific Resolution (Brasil 1998). The use of
PSF can enrich food products elaborated with refined flour that has low levels of
minerals. It may even represent a strategy to prevent anemia due to iron deficiency

that affects many people in the world.

3.4 Determination of the Volatile Compounds of the PSF

The chromatogram of the non-torrefied seeds showed that it is very complex.
During the distillation-extraction stage many compounds were solubilized by the
solvent. It was possible to identify most of these compounds and, at the same time,
observe badly tailing peaks, which eventually belong to fatty acids or derivatives that
are not easily separated in GCMS’ column. In the chromatogram of the torrefied
seeds the presence of countless aldehyde compounds was noted, as a normal
consequence of the toasting process of the seed. The double bonds of unsaturated
fatty acids break when they are submitted to heat, form, for instance, aldehydes and
ketone of minor molecular weight. It probably happened to the torrefied seeds. It was
possible to observe solely and predominantly the presence of (Z)2 heptenal,
(E,E)2,4dodecadienal and (E)2decenal in the torrefied seeds.

These data showed that the toasting process is necessary to obtain the typical
aroma of the pumpkin seed, which is very similar to the peanut’s. Siegmound and
Murkovic (2004), studied the change in the chemical composition of the pumpkin
seed (Cucurbita pepo L), and found a predominance of several aldehydes, ketones

and other compounds.

3.5 Determination of the Water Activity (ay) of the PSF

Water activity of the PSF was 0.47. This parameter has been considered
fundamental in food quality control. Water activity of 0.60 is considered as the limit
for microorganism development. Thus, it is possible to state that the flour studied is

microbiologically stable (Chisté and othes 2006).

3.6 Microbiological Analyses of the PSF
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Aiming to ensure consumer’s health, the Brazilian National Agency of Sanitary
Surveillance (ANVISA -Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) established some
criteria and sanitary microbiological patterns for the flours. Even though there is no
specific legislation for the flour of this study, the PSF showed a microbiological
pattern according to the Brazilian legislation aforementioned.

Data revealed the importance of the appropriate processing in all the stages of
flour preparation. The fruits must be washed, brushed and sanatized before they are
opened. After these procedures the pumpkin seeds received appropriate thermal

treatment and storage for posterior flour elaboration.

3.7 DPPH assay of the PSF and Ol

The torrefied and non-torrefied flours showed low antioxidant activity
compared to trolox standards, not reaching 20mg trolox equivalen/g sample. The
torrefied flour and its oil had an antioxidante activity higher than the non-torrefied
one, showing that the toasting process does not affect the antioxidant activity. A
study developed by Moreira and others (2011), showed that the type of cooking
process influences the phytochemical properties of the PSF, especially when they

are submited to direct or indirect dry heat.

3.8 Pumpkin Seed Oil Fatty Acid Composition

Seeds and oilseeds are important sources of essential fatty acids and other
unsaturated acids. The flours submited to diferent types of treatments (toasting and
non toasting), presented similar fatty acid composition, with the predominance of
oleic and linoleic acids with percentage average of approximately 31% and 42%,
respectively. The percentage of linoleic acid was lower than 1%. A similar fatty acid
profile was found by Nawirska-Olszanska and others (2013), who evaluated the
chemical composition of the oils provenient from 12 different types of pumpkins.

Similar results were also found by Rezig and others (2012), who evaluated the
chemical composition of the pumpkin seed oil (Cucurbita maxima).

3.9 Physical Characterization of the biscuits prepared with PSF
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According to the Table 5, “sequilhos” (dry biscuits) and cat’s tongue biscuits
made with PSF presented weight reduction of 11,3% and 14,65% after cooking. The
control of the “Sequilhos” (dry biscuits) did not show weight reduction after cooking.

The temperature used in the oven is an important factor for after cooking losses.

Table 5- Physical parameters of the control and experimental biscuits

PHYSICAL PARAMETERS* BISCUITS
Control “Sequilhos” Control Cat’s
(dry biscuits) Tongue
Weight before cooking (g) 6,83% 8,83" 7,502 7,50%
Weight after cooking (g) 6,83° 7,83% 6,30° 6,50°
Diameter after cooking (cm) 4,30? 4,72° 4,302 4,60°
Thickness after cooking (cm) 0,32° 0,43° 0,352 0,372
Expansion coefficient 13,45° 10,90° 12,56° 12,782
Thermal coefficient 1,002 0,90% 0,85° 0,872
Total Yield (%) 100,00° 89,00° 84,00 87,00

* Average values of six cookies
*  Sample means with the same alphabets along the columns are not significantly different at p<0,05.

The flour replacement in different proportions for other types enriched in
dietary fibers, lipids and proteins, is capable of influencing (p>0,05) the technological
behavior of dough during the process, which can generate different food products
(Lajolo and others 2001).

The expansion coefficient is used as a quality indicator, and it is related with
the ingredient capacity to absorb water. Generally, biscuits produced with a large
amount of fiber show decrease in the expansion coeficiente. It happened to
“Sequilho” (dry biscuit). A study performed by Jeltema and others (1983) also related
the fiber components to biscuits increase. In the study, it was observed that the
hemicellulose, due to its water-holding ability, was the main responsible for the
negative effects in the biscuits increase.

The use of the PSF in the cat’s tongue biscuits did not change their physical
properties (p>0,05). Wheat flour is a source of gluten, protein that brings a
tridimensional structure to dough, giving it texture and volume. The proportion of the
PSF used as well as its physical composition was able to keep the properties given
by the wheat flour, not changing the main physical parameters of quality significantly.

The “sequilho” (dry biscuit) in which the PSF was used in a larger amount,

replacing the starch showed lower expansion coefficient and yield, confirming that
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the type of flour that will be replaced as well as the proportion used influence the

physical characteristics of the product.

3.10 Determination of the Chemical composition of biscuits made with PSF

The addition of the PSF to the “Sequilho” (dry biscuit) and to the cat’s tongue
biscuit increased the content of proteins that was 1.5 to 3.0 times higher than the

content observed in the control formulation. The lipid content increased to 18%.

A reduction of 14% in the content of carbohydrates was observed. As
mentioned before, the PSF has a caloric value similar to the flours tradionally
consumed, therefore, its use did not change the energetic value of the biscuits that
had an average value of 451kcal/100g.

According to the present legislation, foods with percentage equal or higher
than 3% of fibers are good sources of dietary fibers (Brasil 1998). Both biscuits
presented a fiber level of 4.35% and 4.29%, respectively. The PSF increased around
six times the fiber content in the biscuits, which can thus be characterized as good
source of fibers.

The consumption of one serving (four biscuits) of “sequilhos” (dry biscuits) and
cat’s tongue biscuits, respectively, is sufficient to meet 6% and 5% of the average
daily dietary intake level of dietary fiber, that is 25g per day, according to the FDA
(Food and Drug Administration). Due to the chemical caractheristics of the pumpking
seed flour, several studies show its positive effect on human nutrition, physiology and
metabolism (Salgado and Takashima 1992; Mansour and others 1993; El-Adawy and
Taha 2001). Al-Zuhair and others (2000) showed that antihypertensive drugs such as
felopidine and captopril had their effect potentialized in association with the pumpking
seed oil. Another important caractheristic of the pumpking seed is its antifungal effect
in vitro (Vassiliou and othrers 1998). According to Cerqueira and others (2008) and
Pumar and others (2008), adding 30g of the pumpking seed flour to a habitual diet
can reduce the serum levels of glucose and triglycerides. Besides, the serum levels
of cholesterol can also be reduced in 10%.

Regarding moisture, the biscuits presented values lower than 2%. Thus, it can
be stated that the biscuits elaborated with the PSF presented moisture levels

according to national and international standards.
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Biscuits are products consumed worldwide by consumers from different social
classes and ages, although the preference for certain types of biscuits vary from
country to country. According to Moraes (2010), the biscuit segment accounts for
11% of the Brazilian Market. Data has shown that Brazil is one of the larget
producers of biscuits and per capita consumption is increasing (Granato and othrers
2009; Sachini 2011). Thus, biscuits can be a vehicle for incorporating compounds
with functional properties, naturally presented in vegetable foods like the pumpking

seed flour, offering positive sensorial attributes to the final product.

3.11 Sensorial Characteristics of biscuits made with PSF

The “Sequilhos” (dry biscuits) and the “Lingua de gato” (cat’s tongue) biscuits
showed acceptance levels higher than 70% for the sensory attributes such as aroma,
texture and flavour (Figure 1).
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O0ry biscuits 0O Cat'stongue biscuits

Figure 1- Acceptability levels for the atributes of the biscuits made with the PSF

Food products with acceptance levels equal or higher than 70% are

considered appropriate for purchase and consumption (Dutcosky 2009). The good
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acceptance suggests that it is possible to add the PSF in different products,
confirming its cooking versatility (Santangelo 2006).

The results from the sensory evaluation confirm the excellent acceptance of
the dry biscuits and the cat’s tongue biscuits. The scores were equal or superior to 7
(like moderately). The maximum score (like very much) was frequently observed for
the attributes texture and flavour of both samples. Around 40% of the judges liked
extremely or liked very much the smell of the “Sequilhos” (dry biscuits).

In this study 71% and 86% of the judges liked extremely or liked very much
the texture and flavor of the samples respectively. The cat’s tongue biscuits
presented more maximum scores than the “sequilhos” (dry biscuits). Approximately
65% of the judges liked extremely or liked very much the aroma of the cat’s tongue
biscuits and 78% of the jdges liked extremely or liked very much the texture and
flavour.

The strategy of toasting the seed probably allowed these results because it
gave the flour and the food products elaborated with it an aroma similar to the peanut
(Arachis hypogaea).

4. Conclusion

The flour obtained by the pumpkin seed of Cucurbita moschata Duchesne is
appropriate for human consumption due to its microbiological and nutritional quality.
It is also an important source of minerals (magnesium, iron and zinc) and linoleic
acid. The torrefaction of the seed is necessary, because it generates volatile
compounds that improve its sensorial characteristics. The cookies made with the
PSF showed a considerable increase in the nutritional value and in the content of

dietary fiber and, consequently, in its functional properties.
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I11.2. Manuscrito 2

Trypanosoma cruzi infection: proof of concept that a diet including pumpkin seed
flour (Cucurbita moschata Duchesne) prevents acute intestinal inflammation and

motility reduction.

Priscila M. de Cerqueira, Andréa P. de Souza, Maria Cristina J. Freitas, Sabaa Srur,
Aline Relva, Jaqueline Alison Dun, Gabriel Melo de Oliveira, Andréa Cordovil, Tania
C. Araujo-Jorge.

Contexto do artigo:

O experimento em animais é uma estratégia para confirmar se a alteracao
intestinal causada pelo Trypanossoma cruzi pode ser tratada com o uso de semente
de abdbora, tendo em vista seus beneficios ja relatados na literatura. O uso de
subprodutos com propriedades funcionais tem mostrado grande potencial de
aplicacdo mercadoldgica e de consumo. Assim, este artigo apresenta um ensaio pré-
clinico em camundongos para testar o conceito de que dieta a base de fibras
provenientes da semente de abdbora teria eficacia sobre as alteracdes intestinais e
inflamatorias no curso da infeccdo. Uma vez provado o efeito da farinha, também foi
averiguado seu efeito sinérgico junto a suplementacdo com selénio, um antioxidante
cujo efeito ja foi comprovado no modelo experimental previamente usado pelo grupo.
O principal parametro avaliado foi o transito intestinal, que é alterado pela infeccéo
pelo Trypanosoma cruzi e a capacidade do subproduto vegetal em proporcionar
melhoria no dia de maior alteragdo intestinal observada no modelo (14° dia pés-
infeccdo). O consideravel aumento do teor de fibras na ragdo adicionada de PV
(Anexo 4) provavelmente esta relacionado a esse resultado.

Antes do estudo foi solicitada uma busca no setor de Gestdo Tecnologica/
Nucleo de Informacéo Tecnoldgica (GESTEC/NIT) da Fiocruz, com o intuito de saber
se o produto em questdo (PV ou semente de abobora) assim como o selénio ja
teriam seus usos aplicados em infec¢cbes pelo Trypanosoma cruzi, ou se seriam
potenciais beneficiarios de protecdo patentaria. Conforme relatério (Anexo 5) néo foi
encontrado uso com essa finalidade ou patente, o que implicou no transcurso do

projeto em sistema de sigilo.
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Trypanosoma cruzi infection: proof of concept that a diet including pumpkin seed
flour (Cucurbita moschata Duchesne) prevents acute intestinal inflammation and

digestive motility reduction
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Introduction

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, remains a
serious public health problem in Latin America (Gascon et al. 2014). The acute
phase is followed by a chronic phase, where approximately 30% of the individuals
develop a chronic symptomatic form with cardiac, digestive, and neurological
disturbances. In the digestive intestinal disorders, reduction of intestinal transit and
chronic constipation are common symptoms caused by infection in humans (Souza
et al. 2013) and experimental models (Medeiros et al. 2010; Moreira et al. 2011).

Acute phase lesions show organ localized inflammatory reactions concomitant
with loss of function, and the intensity of acute events is an important determinant of
severity of the infection in the chronic phase (Sanches et al. 2014). Our group
designed an experimental model using charcoal ingestion and defecation time in
adult mice to follow decrease in intestinal motility in T. cruzi infection (Oliveira et al.
2008), as well as its modulation during the acute phase after different parasite
strains (Medeiros et al. 2010).

Increased oxidative stress is common in chronic inflammation of many
pathological processes including Chagas disease (Haberland et al. 2013; Macao et
al. 2007), in which it is associated with the progression of severity (Rivera et al. 2002,
2003). Selenium (Se) is an essential trace element with antioxidant properties in T.
cruzi infection, both in human patients and in mice. Significant percentage of patients

with severe chronic myocardiopathy has low Se levels, a status that correlates
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positively with heart insufficiency (Rivera et al. 2002). Moreover, a Se-deficient diet
leads to higher susceptibility to this infection in experimental models (De Souza et al.
2002), whereas oral Se supplementation at low doses alleviates heart damage (De
Souza et al. 2003). In T. cruzi-infected mice Se treatment prevents and revert the
development of chronic cardiopathy (De Souza et al. 2010a), and besides heart
benefits, digestive system alterations were also alleviated by Se treatment (De Souza
et al. 2010b): infected mice fed with Se-rich diet showed an increase in intestinal
motility as compared with infected mice fed with normal non supplemented chow. In
addition, the lumen diameter significantly reduced in infected mice fed with Se-rich
chow. We then suggested that Se may be used in intestinal disturbances caused by
T. cruzi (Jelicks et al. 2011).

Investigations with dietary fiber have proven and confirmed its effect on the
increase in weight, moisture, fecal volume and number of bowel movements (Wrike
1983; Freitas et al. 2004). Despite the fact that intervention with fibers have excellent
results in clinical nutrition it is estimated that only 38% of the Latin American
population use this compound for the treatment of constipation (Wasserman et al.
2009). We then hypothesized that the use of dietary fiber in alternative foods could

be of value to treat bowel symptoms present in T. cruzi infection.

Materials and Methods

Animals, feeding and infection: Male Swiss mice were obtained from Fiocruz
Experimental Animal Breeding Center (CECAL/Fiocruz). Two experiments were
performed to compare 4 random groups that were formed as follows: Infected (I),
infected + PSF (IPSF), non infected (N), non infected + PSF (NPSF), using 10 mice
in non infected and 18 mice in infected groups, accommodating 5-6 mice per cage.
The animals started treatment two weeks before the infection. Additional experiments
were performed to test for two new groups to study the association of PSF and Se
(IPSFSe), and its control fed with normal diet plus (ISe). In this case, 2 ppm sodium
selenate was added to drinking water as described (De Souza et al. 2010a, 2010b).
Two weeks before the infection, at the weight of 38 - 40 grams, the groups were fed
with PSF diet or with normal non supplemented chow, as detailed below. The groups
designed to test the infection were inoculated intraperitoneally with bloodstream
forms of T. cruzi (10* Y strain) and all the cages were maintained in the animal facility
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under stable conditions of temperature and light with water and chow ad libitum.
Parasitemia and mortality were monitored until 23 days post-infection (dpi). Parasites
were counted using the Pizzi-Brener method (Brener 1962) from 6 to 9 dpi. The body

weight was evaluated once a week, as well as the consumption of food and water.

Diet formulation with pumpkin seed flour: Baiana pumpkin (Cucurbita moschata
Duchesne) was obtained from Central Market Supply State of Rio de Janeiro
(CEASA-RJ). The pumpkin seed flour was prepared according to the methodology
described by Cerqueira and co-authors (2008), as shown in Fig.1A-J. The resulting
pumpkin seed flour was sent to Rhoster Co. (Aracoiaba da Serra, SP, Brazil) that
elaborated control (PSF free) and experimental (PSF) diets for rodent adult
maintenance diet (Table 1, Fig. 1K), according to Reeves et al. (1993) and to
Brazilian normative AIN093/2003. The replacement of 15% starch components for
PSF increased dietary fiber content (Table 1). The diet consumption was monitored

weekly by weighting the delivered and the leftover diet.

Table 1: PSF Formulated experimental Diet according to Reeves et al. 1993

Components g/100g EXPERIMENTAL DIET
Control (%) PSF (%)
Cornstarch 46.57 47.07
Dextrin cornstarch 15.50 -
PSF - 15
Casein 14.0 14.0
Sucrose 10.0 10.0
Soybean oll 4.0 4.0
Microcrystalline cellulose 5.0 5.0
Mineral mix (AIN-93M-MX) 3.5 3.5
Vitamin mix (AIN-93-VX) 1.0 1.0
L-Cystine 0.18 0.18
Choline bitartrate 0.25 0.25
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Figure 1: Processing of pumpkin seed flour up to final formulated experimental diet:
A= inspection at fruit reception; B= Fruit washing; C= Fruit sanitization, D=Seed
withdrawal;, E= Seed washing; F=Seed drying; G=Seed filling for freezing; H=
Roasting; I=Milling; J=Pumpkin seed flour (PSF); K=PSF-Diet.

Charcoal motility test: Intestinal motility (time of intestinal transit) was performed in 12
mice per group, during the acute phase of infection according to our previous reports
(Oliveira et al. 2008; De Souza et al. 2010). Briefly, 3 h after food deprivation, 0.3 ml
of aqueous suspension of 5% charcoal was orally administered to each animal by
gavage. The mice were observed at 5 min intervals until a maximum time of 450 min

when started the elimination of feces blackened by charcoal, as previously described
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(Marona and Lucchesi 2004). The release stool frequency was evaluated according
to standardized procedure also developed by the group, where the fecal pellets of

each mouse were recorded in a time interval of 30 minutes.

Statistical Analysis: Statistical significance (P<0.05) was evaluated using the Student
t-test or ANOVA for the weight body analysis, and the Mann-Whitney U-test for the

parasitaemia and motility.

Histopatholgy: Six to eight mice from each experimental group were sacrificed at 23™
dpi; The heart and intestine tissues were processed in paraffin-embedded sections
stained with hematoxilin-eosin. Foci of inflammatory infiltrate were determined as
mild, moderate or intense according to the number of inflammatory cells: 5-10, 10-20
and more than 20 mononuclear cells, respectively. The presence of necrosis was

determined when cell debris and a faint coloration were detected in the sections.

Results and Discussion
Intake parameters and weight gain

The process of PSF formulation included a laboratory step for the flour
preparation (Fig. 1 A-J) and a manufacture step for a GMP diet formulation (Fig. 1K).
To evaluate the effect of a given diet during an infection it is necessary to know the
constancy of food intake by the animals, under the infected and non infected
conditions. We then followed the net food intake of the animals (Fig. 2A) and
confirmed in this present Swiss model what was already described for BALB/c mice
(Silva et al. 2012): infected animals ingested a significant lower portion of the
delivered chow as compared to their non infected matched controls. This was
independent of the type do diet, since groups | and IPSF displayed similar curves
(Fig. 2A, circle points in solid and hatched lines). Significant differences (p<0.05)
were observed between the infected and non infected groups of each type of diet (N
x | on the 14" day post infection and NPSF x IPSF, both on the 14" and the 21™ dpi).
This result allowed us to proceed on the comparison between the infected groups to

search for the PSF diet effect on the intestinal motility alterations.
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A second aspect observed was body weight gain (Fig. 2B), which is known to
decrease during T. cruzi infection (Silva et al. 2012). The PSF diet did not interfere
significantly in weight gain neither in non infected mice (N and NPSF) nor in infected
mice (I x IPSF). Both infected groups showed the expected loss of weight in the
second week post infection (Fig. 2B) as previously described. Loss of body weight is
known to occur during acute T. cruzi infection as a response to different strains
(Bilate et al. 2008; Roggero et al. 2002; Roellig and Yabsley 2010; Gulin et al. 2012),
commonly due to a TNF a burst that occurs in the beginning of the second week after
infection (Silva et al. 2001; Porto 2010; Truyens et al. 2012; Silva et al. 2012). The
decrease in food intake precedes the weight loss that characterizes cachexia,
associating then these two indicators chronologically. The reduction in food
consumption could contribute as a second factor to the development of cachexia
(Escott-stump et al. 2012). Silva et al. (2012) found that food and water intake
decreased gradually during the first week of infection, and associated two other
factors as possible contributors to weight loss: increase in body temperature and

decrease in rearing (Siegfired et al. 2001).
Pumpkin seed flour effect in intestinal motility and parasitemia

This study corroborates the three preceding papers (Oliveira et al. 2008; De
Souza et al. 2010a; Medeiros et al. 2010) and confirmed the increase in intestinal
transit time by measuring the charcoal elimination time that indicates reduced
intestinal motility in the 2" week after infection (15th dpi), when group | was
significantly different from group N (Fig. 3A). The present results confirmed the
concept that a diet formulated with PSF was effective in improving bowel function
(Fig. 3A, solid lines) in infected mice: they displayed a curve similar to the non
infected controls (Fig. 3A, square points). It is important to note that the intestinal
alterations were reproduced despite the used of mice slightly older than those used
in our previous studies. We opted to use the Y strain given that this was the single
one in which both rise and recover of charcoal elimination time could be followed
shortly during 20 days (Medeiros et al. 2010). A Swiss mice model infected with Y
strains was recently described for changes in myenteric neurons of the colon

(Moreira et al. 2011) in the acute and chronic phases, confirming that different
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aspects of morphological and physiological abnormalities can be reproduced in the

murine model.

As expected, the effect of PSF diet was not related to parasite burden, since
parasitemia curves were not statistically different (Fig. 3B, mean of 81 x10* par/ml in
the infected group, and 6 x10* par/ml in the infected and PSF treated group) and

mice were not treated with any trypanocide drug.
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Figure 4: Histopathology micrographs of distal colon in longitudinal sections (A-D)
and of heart (E-G) obtained from non infected (A, C, E) or Trypanosoma cruzi
infected (B, D, E, F) mice, fed with control (A, B, F) or PSF (C, D, E, G) chow. Note
the higher inflammation infiltrates (arrows) in B, D, F and G, slightly higher in B and
F. Note higher myocarditis (arrows in inflammatory cells) in F and mild pericarditis in
G.
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Histopathology studies of the distal portion of the colon and of the heart of the
experimental groups allowed evaluation of inflammation in both organs (Table 2 and
Fig. 4), and confirmed that the group fed with PSF diet developed a less severe
inflammation (Fig. 4D and G), and that the frequency of animals with mild
inflammation was higher in the IPSF group (Table 2), than those fed with regular
chow. This qualitative and semiquantitative approach did not allow statistical analysis
but clearly indicates the trend of PSF fed mice to better face the systemic infection
process. Quantitative analysis of the distal colon showed a significative reduction in

infiltrant mononuclear cells (Figure 5).

Table 2: Frequency of different grades of inflammation on histopathology study of gut
and heart tissues of mice fed with control or PSF diet.

Slight Moderate Severe
Groups Tissue Normal Inflammation | Inflammation [Inflammation
Gut 11/11 (100%)
N Heart 12/12 (100%) - - -
Gut 6/6 (100%)
NPSF Heart 6/6 (100%) - - -
Gut 1/11 (9%) | 10/11 (91%) | 0/11 (0%)
I Heart - 0/12 (0%) | 11/12 (92%) | 1/12 (8%)
Gut 5/6 (83%) 1/6 (17%) 0/6 (0%)
IPSF Heart - 5/6 (83%) 1/6 (17%) 0/6 (0%)
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Figure 5: Mononucelar cells quantitative analysis in the distal colon of different
experimental groups.

Study of association of PSF diet and selenium treatment in drinking water

The significant effect of PSF diet in the gut function (Fig. 3) of infected mice,
as well as the less severe inflammation that they present both in digestive and in
heart tissues, motivated the study of associating treatment with PSF diet with
selenium in drinking water. We used the intestinal transit indicated by the charcoal
elimination time (Fig. 6) to compare the groups after 15 days post infection, when
occurred the highest alteration on this parameter (Fig. 3A).
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Figure 6: Effect of the diets and selenium: comparison of the time of intestinal transit
after 15 days of infection. A=median and percentiles 25 and 75% for the different
experimental groups; B= individual values for animals in each groups, before and
after 15 days of infection; each line represents one animal in the group (8-12 mice).
Mice from two different experiments are shown. N=non infected mice, I=infected
mice; IPSF= infected fed with PSF diet; ISe= infected fed with regular chow plus
2ppm selenium in drinking water; IPSFSe= infected fed with PSF diet plus 2ppm
selenium in drinking water.
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Figure 7: Histopathology of gut (A) and heart (B) tissues: percentage of slight,

moderate and severe inflammation in the different experimental groups.

As expected, the four non infected groups behave similarly (Fig. 6A),
displaying the normal variation range observed for this bioassay, that can also be
observed in individual variations of the control group in Fig. 6B-group N (10 individual
mice). No significant differences were observed between groups N, NPSF, NSe and
NPSFSe (Fig. 6A). In contrast, the infected mice fed with regular chow increased the

intestinal transit as seen both in the median value (Fig. 6A, 11 mice) and in the
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individual ascending curves for 9 out of 11 animals (Fig. 6B-group I). The median
value of IPSF group at day 15 post infection was the lower recorded in the assay
(Fig. 6A) and 7 out of 11 individual curves (Fig. 6B-group IPSF) were similar to the
curves in the control non infected group (Fig, 6B- group N). A high variability was
observed in the infected group treated with selenium (Fig. 6A and 6B-1Se) and no
statistical significance was recorded despite the fact that only 4 out of 11 mice
showed the increase in intestinal transit as high as the infected (I) group without any
treatment. The effect of associating both approaches follow the same trend:
decrease in the median levels, absence of statistical significance but lower frequency
(5/11) of mice increasing the charcoal elimination time while the majority behaved as
non infected controls. Selenium supplementation reduces heart damage as indicated
by CKMB leakage (Souza et al. 2003), heart dilatation and myocarditis (Souza et al.
2010a), and intestinal motility and morphology (Souza 2010b). We think that the
slightly older status of the animals in the beginning of the infection may explain the
less important effect of selenium treatment observed in the present work, as
compared to the preceding (De Souza et al. 2010b). It is known that older mice are
more resistant to the acute infection (Culbertson and Kessler 1942) and given that
we are dealing with an approach that is not related to control of parasite
multiplication, but associated to reduce oxidative stress and inflammation, this result
was not unexpected. This higher resistance in the present model was also indicated
by a very low mortality observed in the present study: only one mouse from group |
died in dpi 13.

The frequency of slight, moderate and severe inflammation in the gut and
heart of the infected group as compared to the 3 infected and treated groups (Fig. 7)
confirmed the PSF anti-inflammatory effect, with dominant slight grade and no case
of severe inflammation, in both tissues. Associating both PSF and Se treatments
(IPSFSe group) only slight and no moderate or severe inflammation were noted in
the gut (Fig. 7A).

The principal goal of the study was achieved, and we proof the concept that a
single variation in the diet, adding 15% of PSF, was sufficient to improve the bowel
function of infected animals. When dealing with a disease that derives from a rupture
in the delicate host-parasite equilibrium, this proves that a nutritional approach
designed to better sustain general health may be of benefit to face the consequences

of the infection. Evidently, this result can not be immediately translated to humans,
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but they encourage new assays with different parasite strains and host pairs, as well
as different combinations of trypanocide and anti-oxidative regimens. Pumar et al.
(2008) assessed the physiological effect of PSF on the intestinal tract of rats and
found that they had higher fecal volume and weight (p <0.05) compared to control
animals. The authors concluded that the PSF, due to the high fiber content, has the
capacity to act by increasing fecal volume and weight and to promote laxation. The
mechanism of action of the present PSF effect should explore its content on fiber and
on phenolic compounds. A study restring dietary fatty acid has also shown benefits in
parasite resistance (Santos et al. 1992), indicating the nutrition and T. cruzi infection
still have hidden mysteries to solve. Nematicidal, trematodicidal, taenicidal and
schistosomicidal effects of pumpkin seed were also reported (Preedy et al. 2011), but
the absence of effect in parasitaemia indicates that this is not the fact in T. cruzi
infected mice.

The use of fiber rich byproducts, in addition to providing the industry benefit to
the economy, contributes to nutritional quality of food products. Among various
alternative fiber rich sources we can propose the leaves and stems of vegetables and
fruit seeds. Some seeds provide high content of dietary fiber and also other chemical
compounds such as peptides, polyphenols, phytosterols and vitamins, thus
strengthening its potential for application in the food system and waste combat
(Cerqueira 2006; Cerqueira et al. 2008; Pumar et al. 2008). Due to its characteristic
composition, PSF has been shown its antifungal, anthelmintic and antioxidant effects
as well as their application in disease prevention and health promotion (Mansour et
al. 1993; Vassiliou et al. 1998; Al-Zuhair et al. 2000; Preedy et al. 2011).

In this present work we changed from the strategy of supplementing diet with a
single micronutrient, as we did before with selenium (De Souza et al. 2003; 2010a,
2010b) and introduced the concept of a new dietary matrix enriched in fiber and
phenolic compounds. The two approaches are different and should be taken into
their specific contexts. Thus the use of foods that provide diverse substances is more
likely to produce no adverse effects than single supplementation. We showed here
that pumpkin seeds have high fiber content and a net effect on bowel function in
experimental Chagas disease. Another study also got evidence of benefit of PSF on
intestinal inflammation (Suzuki 2008). Evaluating the emergence of the present
“functional food era” (IKEDA et al. 2010; BORNKESSEL et al. 2014) and new

behavioral and nutritional trends, in particular, the overlap of diseases of modernity
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with those typical of poverty, it is interesting to investigate alternative therapies aimed

to improve quality of life. The investigation of chemical compounds into products and

their application in diseases, especially those prevalent in low-income social

scenarios benefits everyone.
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[11.3 Resultados experimentais adicionais

Nesta secdo da Tese apresentamos resultados de trés outras vertentes de

estudos derivadas dos resultados do manuscrito 2.

Contexto:

Devido aos resultados clinicos e histopatolégicos satisfatorios obtidos nos
experimentos, achamos que seria importante investigar um possivel mecanismo
envolvido no processo. Nessa etapa avaliamos as células de Cajal. Essas células
fazem parte do sistema nervoso entérico e estdo presentes em todo o trato
gastrintestinal, atuando de modo predominantemente excitatério, no controle do
peristaltismo. Devido a sua importante funcdo e sabendo-se que podem estar
reduzidas ou com funcdo alterada em determinadas doencas como na doenca de
Chagas, decidimos investigar essas células em nosso modelo experimental.

Por outro lado, o experimento em animais foi uma estratégia para confirmar se
a alteracdo intestinal causada pelo Trypanossoma cruzi poderia ser tratada com o
uso de dieta a base de semente de abdbora, tendo em vista seus beneficios ja
relatados na literatura. Conforme mostrado no manuscrito 2, o uso dessa estratégia
foi eficaz para previnir as alteracdes intestinais causadas pela infec¢do. Entretanto,
durante o desenvolvimento do trabalho procuramos investigar se ao usar alguns
compostos isolados, presentes na semente de abdbora, obteriamos resultados
também similares.

Conforme abordado previamente, a literatura aponta o uso de fibras
alimentares como pecas chaves para tratar alteracdes de transito intestinal, assim
como o uso de antioxidantes para tratar danos ocasionados pelo estresse oxidativo,
comum na infeccdo pelo tripanossoma. Entdo elaboramos uma dieta com celulose
microcristalina (fibra insolavel) na mesma propor¢cdo que a quantidade de fibra
insolavel encontrada na racdo contendo PV. Também realizamos experimentos
usando um extrato alcodlico da semente de abdbora, rico e concentrado em

antioxidante.
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[11.3 Resultados suplementares no modelo experimental para identificacdo de

possiveis mecanismos de acao do produto vegetal

As evidéncias mostradas nos manuscritos 1 e 2 ainda nao revelam qual/quais
mecanismo/s estariam atuando para levar ao efeito protetor da dieta com produto
vegetal. Nesta parte apresentamos resultados preliminares obtidos de um
experimento, planejado e realizado com intuito de gerar ideias a respeito de
possiveis mecanismos a serem investigados mais aprofundadamente como
desdobramentos desta tese. Para conclusdes definitivas ele devera ser realizado

duas vezes mais, mas merecem ser reportados na Tese.

a) Situacdo das células de Cajal no colon distal de animais submetidos a

infeccdo e a dieta com aracao a base de PV.

Sabe-se que o0 plexo mioentérico faz parte do sistema nervoso entérico,
sendo formado por uma cadeia de neurdnios interconectados que coordenam
principalmente as contracdes do musculo liso no trato gastrintestinal®. Situa-se
entre as camadas musculares longitudinal e circular e esta presente em todo o trato
gastrintestinal, atuando de modo predominantemente excitatério, no controle do
peristaltismo. A atividade neuronal aumenta a contracao ténica da parede muscular,
a frequéncia e intensidade da contracdo e aumenta a velocidade de transmisséo das
ondas excitatérias®’. Além dos neurdnios, um grupo de células denominadas “células
intersticiais de Cajal” desempenha um importante papel na coordenacédo da
motilidade intestinal, funcionando como marcapasso para coordenacao da contracao

17,87

das células musculares lisas no intestino Sabe-se que em pacientes com

doenca de Chagas crbnica na forma digestiva, células de Cajal estdo diminuidas em

87.8889 oianto no de megaesofago®.

namero tanto no caso de megacolo chagasico
Além disso, ja foi demonstrado que extratos de produtos vegetais usados em
medicina popular podem afetar as células de Cajal em modelos experimental de
camundongo®. Como a infeccdo experimental por T. cruzi amplia o tempo de
transito intestinal e a dieta com PV previne esse efeito (conforme mostrado no
manuscrito 2), levantamos a hipdtese de que as células de Cajal estivessem

preservadas no grupo nado infectado e alteradas no grupo infectado, em numero,
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forma e distribuicdo, identificadas por imuno-histoquimica para CD117. Caso esta
hipotese se confirmasse fariamos, entédo, o estudo no grupo tratado com PV.

Para este estudo 5 animais infectados e 2 animais nao infectados foram
sacrificados no dpi 23 e tiveram o cecum retirado e fixado em formalina, para analise
das células de Cajal. As células de Cajal foram identificadas pela técnica imuno-
histoquimica empregando o anticorpo anti-CD117 (c-kit), e foram analisadas
qualitativamente conforme a area ocupada, distribuicdo, densidade e espalhamento
no tecido do ceco dos camundongos infectados por 10.000 tripomastigotas da cepa

Y e dos animais sem infeccdo, como descrito por Adad e colaboradores®’.

n

Figura 3.3.1: Imunohistoquimica de celilas CD117+ (células de Cajal) no cdlon
distal em corte longitudinal (A-G) obtido de camundongo nédo infectado (A-B) e
infectado (C-D) ap6s 23 dias de infec¢ao por Trypanosoma cruzi (dpi 23).

No tempo estudado (23 dias pos infeccao), as células imunomarcadas (em
cor marrom) apresentaram-se predominantemente na regido de camada muscular

lisa. Em todos os grupos avaliados (infectados e néo infectados) observou-se uma
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distribuicAo homogénea, sem reducdo aparente no numero dessas ceélulas nos
animais infectados (Figura 3.3.1), comparativamente aos controles.

Como a principal alteragcdo no transito intestinal dos animais em fase aguda
ocorre no 15° dia pds-infeccdo (manuscrito 2), a auséncia de alteracdes nas células
de Cajal ainda néo foi conclusiva, e estudos histopatolégicos adicionais em
diferentes tempos, particularmente na 22 semana pés-infeccdo, precisardo ser
feitos. Alteracdo da funcdo de contracdo dessas células pode ocorrer devido a
infeccdo, mesmo em presenca da manutencdo de seu numero, pois tanto a reducao
como a alteracéo de funcéo das células de Cajal sdo passiveis de levar a disfuncéo

mototora intestinal®>*3.

b) Efeito de racédo adicionada com celulose microcristalina

A celulose microcristalina (CM) é um tipo de fibra insoltvel isolada que resulta
da hidrdlise de celulose purificada apés tratamento com HCI 2,5 N por 15 min a
105°C, sendo uma forma muito pura de celulose, com alto grau de cristalinidade®* .
Por isso, a celulose microcristalina pode ser utilizada como uma fonte de fibra
dietética insoluvel.

Partindo-se da evidéncia de que a farinha do PV utilizada, rica em fibras
insoluveis, foi capaz de melhorar a funcao intestinal no modelo experimental usado
pelo grupo (manuscrito 2), propusemos analisar o efeito da adicdo de celulose
microcristalina na racao experimental, para identificacdo de um possivel mecanismo
de acdo do PV. Para isso, formulamos uma racdo com teor de fibra insolivel com
celulose microcristalina (Tabela 3.3.1) idéntico ao encontrado na racdo a base de
farinha de PV, e encomendamos sua producdo a mesma empresa que nos forneceu
a farinha formulada com PV para o estudo descrito no manuscrito 2. Em seguida
testamos, no mesmo modelo do manuscrito 2, se essa nova dieta poderia reproduzir

os resultados obtidos com PV (Figuras 3.3.2 e 3.3.3).
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Tabela 3.3.1: Formulacdo de racdo a base de caseina com celulose microcristalina

Ingredientes %
Amido de milho 42,17
Caseina 14
Amido dextrinizado 15,5
Sacarose 10
Oleo de soja 4
Celulose microcristalina (fibra insoltvel) 4,4
Celulose 5
Pré mix mineral AIN-93M 3,5
Pré mix vit AIN-93 1
L-cistina 0,18
Bitartarato de colina 0,25
Terc butil hidroquinona 0,001
Total 100

Os resultados obtidos estdo mostrados nas Figuras 3.3.2 e 3.3.3.
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Figura 3.3.2: Motilidade intestinal dpil5. N (normal); NPV (normal tratado com

Tempo de transito intestinal {(min)

produto vegetal); NCM (normal tratado com celulose microcristalina); | (infectado);
IPV (infectado tratado com produto vegetal); ICM (infectado tratado com celulose

microcristalina). Resultados com média e desvio padrdo de 5 a 6 animais em cada

grupo.
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Figura 3.3.3: Parasitemia observada no 8° dia pos-infec¢do. | (infectado); IPV
(infectado tratado com racdo com PV); ICM (infectado tratado com racdo com

celulose microcristalina).

Estes resultados indicam que a fibra isolada ndo apresentou efeito
significativo (p>0,05), sobre os parametros analisados seja 0 tempo de transito
intestinal (Figura 3.3.2) ou a parasitemia (Figura 3.3.3). Esse resultado contrasta
com o obtido com a dieta com farinha de PV (manuscrito 2). Assim, para alterar o
tempo de transito intestinal de animais infectados, € necessario mais do que a
simples adicdo de fibras isoladas, e que para o efeito anti-constipante observado
com a dieta a base de PV (manuscrito 2) outros componentes do PV podem ter
maior relevancia do que as fibras alimentares. E possivel uma interacdo e
sinergismo da fibra com outros compostos presentes nesse alimento ou matriz, tais

como compostos fendlicos com poder anti-oxidante.

c) Efeito do extrato alcodlico do produto vegetal

De um modo geral, sementes apresentam alto teor de compostos
antioxidantes tais como peptideos, polifendis, fitoesterodis, vitaminas e minerais,
fortalecendo, assim, o seu potencial para aplicacdo no tratamento de processos

36,61,62

infecciosos . Foram também relatados efeitos antifingico, antihelmintico e
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antioxidante, com potencial de aplicacdo na prevencédo de doencas e promoc¢ao da
saude®™ %%, Estudos com extratos tém mostrado que alguns efeitos podem ser
atribuidos especificamente a compostos fendlicos e cucurbitacina presentes neste
tipo de semente®*98:9919%0

De acordo com os beneficios citados anteriormente, pensamos que 0 uso de
extrato etandlico poderia reduzir o efeito constipante observado nos animais

infectados pelo T. cruzi e/ou a parasitemia desenvolvida.

Preparamos o extrato a partir de sementes de abdbora (Figura 3.3.4), tratadas

conforme manuscrito 1.

Figura 3.3.4: Semente de abdbora (A); Farinha de semente de abobora (B);
Maceracgdo da farinha com etanol (C); Separacédo do extrato da farinha (D); Extrato
bruto (E); Passagem pelo rota-evaporador para retirada do &lcool residual (F);
Extrato final (G).

As sementes foram moidas e peneiradas (Fig. 3.3.4B), foram colocadas em
baldo volumétrico de 500 mL (Fig. 3.3.4C) e embebidas em alcool etilico a 95% em
guantidade suficiente para cobrir toda a farinha. O material foi macerado no frasco
ao abrigo de luz por um periodo de 24 horas, filtrado (Fig. 3.3.4D) para a obtencdo
de extrato bruto (Fig. 3.3.4E) e posteriormente colocado em um rotaevaporador (Fig.
3.3.4F), com a finalidade de eliminar o alcool residual, gerando entéo o extrato final

(Fig. 3.3.4G) sem residuos.
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O extrato foi entdo diluido 1:1 em DMSO 1% para aplicacdo por gavagem
diaria nos animais desde o dpi -15 todos os dias até o final do experimento, com
interrupgcdo nos finais de semana. Nesta etapa experimental os animais foram
agrupados em infectados administrados com DMSO 1%, infectados tratados com
extrato solubilizado em DMSO 1%, né&o infectados administrados com DMSO 1%, e
nao infectados tratados com extrato solubilizado em DMSO 1%. Novamente, foram
acompanhados os parametros clinicos (peso, transito intestinal, consumo - racéo e
agua-) e a parasitemia.

O uso do extrato ndo foi capaz de alterar significativamente o tempo de
transito intestinal nos animais infectados (Fig.3.3.5). Por outro lado, a parasitemia
teve uma tendéncia em aumentar (Fig 3.3.6), em relacdo aos animais controles (que

receberam gavagem com DMSO 1%).

100 -
90 -
= |
an
E 70 -
2 60 -
=
2 50 -
p
€ 40 -
Eso—
£
ﬁ20-
10 -
0
NEXTRAT IEXTRAT

Figura 3.3.5: Motilidade intestinal dpil5. N (normal); NEXTRAT (normal tratado com
extrato vegetal); | (infectado); IEXTRAT (infectado tratado com extrato vegetal).
Média e desvio padrao de 5 a 6 animais em cada grupo
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Figura 3.3.6: Parasitemia dpi8. | (infectado); IEXTRAT (infectado tratado com
extrato).

Tais resultados indicam que ao se isolar o componente da matriz dietética, a
farinha de semente de abobora, o mesmo acaba por néo ter efeito. O uso isolado de
compostos alimentares de origem vegetal pode ter diferente eficacia quando
comparados ao seu efeito na matriz dietética integral, e isso se deve a interacdo e
sinergismo que os diversos componentes da matriz exercem entre si, contribuindo

efetivamente e equilibradamente para a satde®.

Novos experimentos seréo
necessarios para a confirmacdo desse efeito, incluindo a paradoxal tendéncia ao
aumento da parasitemia, que talvez esteja relacionado a neutralizacdo do principal
mecanismo de controle parasitario na 12 semana que se baseia na produgéo ativa

de interferon gama por células NK*%,
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V- DISCUSSAO



IV- DISCUSSAO

Neste trabalho estudamos a relacdo entre a nutricdo e o agravamento, ou
melhora, dos processos decorrentes da infeccdo pelo T. cruzi. Buscamos testar a
hipétese de que o uso de alimentos, na forma de adicdo de um subproduto, seja ele
exclusivo ou como adjuvante, seria capaz de melhorar sintomas intestinais causados
pela infeccdo experimental pelo T. cruzi, modelo previamente padronizado em nosso
laborat6rio®®®. Assim, ap6s dois levantamentos bibliograficos (Anexos 1 e 2),
optamos pelo subproduto farinha de sementes de abdbora (produto vegetal-PV),
devido a suas propriedades funcionais sobre a saude e ao bom funcionamento do
trato gastrointestinal, registrados previamente na literatura desde nosso trabalho de
Mestrado®®.

Dentro desta perspectiva, a pergunta principal a ser respondida foi se o atual
estado do conhecimento do uso terapéutico de alimentos poderia sustentar o ensaio
pré-clinico de uma dieta a base de farinha de sementes de abdbora poderia provar o
conceito de que ela € aplicavel a portadores da doenca de Chagas como um agente
promotor de saude.

ApoOs a caracterizacdo bromatologica e microbiologica do PV, a sua aplicacéo
tecnologica e teste sensorial (Manuscrito 1), foi possivel alcancar o objetivo central
do trabalho, avaliar o efeito de um produto vegetal (PV) como potencial agente
redutor de inflamacgéo e de alteracdes intestinais na infecgdo experimental por T.
cruzi, (Manuscrito 2). A adicao singular ou combinada de selénio sobre os animais
infectados também foi avaliada.

A revisdo da literatura (Anexo 2) nos propiciou explorar o atual cenario sobre o
destino de subprodutos alimenticios de origem vegetal e seu potencial como
matéria-prima funcional. Esse direcionamento foi necesséario considerando que a
doenca de Chagas € uma doenca tipica da pobreza e que, assim, 0 uso terapéutico
de alimentos funcionais deveria ser de facil acesso sem trazer custos excessivos.
Sabe-se que classes com baixo poder aquisitivo tém menos acesso a alimentos
funcionais ja comercializados'®. Considerando a importancia do consumo habitual
desse tipo de alimento para todas as classes sociais, seria imprescindivel o esfor¢o
dos pesquisadores em desenvolver produtos funcionais para as classes menos

favorecidas da populagéo, promovendo uma “inclusdo funcional” dos produtos®®***.
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Dentre outros achados, a revisdo (Anexo 2) mostrou que um bom nuamero de
trabalhos vém apontando a viabilidade da aplicacdo de subprodutos e residuos da
agroindustria como alimentos ou matéria-prima funcional®%. Aliado a isso, existe

1*C_inclusive, no

um grande descarte de subprodutos vegetais com potencial funciona
Brasil. Parece entéo existir uma lacuna entre os trabalhos publicados relacionados a
aplicacao de subprodutos funcionais e seu potencial uso comercial.

Por meio de consulta especifica & ANVISA e de busca nas bases de dados,
verificou-se também uma limitacdo do numero de produtos aprovados e
comercializados com “alegacao de funcionalidade” que tenham em sua formulagao
subprodutos vegetais, como é o caso de alguns cereais adicionados de farelos de
trigo e aveia. Esses parecem ser os subprodutos mais usados na producédo de
alimentos funcionais. No entanto, percebe-se que a maioria das substancias com
propriedade funcional adicionada aos alimentos industrializados néo € produzida no
Brasil, mas sim importada e usada na forma de médulos purificados em adi¢do ao
produto?®®°3°4>23657 "3 processo de elaboracdo desse tipo de alimento é dispendioso
e por isso, os alimentos funcionais disponiveis hoje no mercado brasileiro tém um
elevado valor comercial, 0 que reduz o acesso da populacéo a esse tipo de produto.
Apesar dos estudos cientificos mostrarem a viabilidade da aplicacdo dos
subprodutos como alimento ou como ingrediente funcional, sdo escassos 0s estudos
mais abrangentes que envolvem as etapas pré-comerciais até o seu lancamento no
mercado.

Nesse contexto a semente de abdbora é um exemplo de subproduto com forte
potencial funcional, e possivelmente mercadoldgico, visto que trabalhos em escala
laboratorial com essa semente tém demonstrado beneficios a satde®®®3. Ainda que
restritamente, essa semente é encontrada em pontos de venda especializados, na
forma de aperitivos (torrada e salgada) e como fonte de 6leo vegetal. Entdo séo
necessarios estudos que avaliem o efeito da farinha de semente de abdbora em
diferentes formas de aplicacéo e para diferentes patologias.

Os dados levantados também evidenciaram uma maior tendéncia de se
investigar, comercializar e aplicar terapeuticamente os alimentos funcionais,

especificamente, em doencas cronicas ndo transmissiveis?*431%

, Como cancer,
obesidade, dislipidemias, doencas cardiacas e hipertensdo. A investigacdo da
aplicacédo terapéutica de alimentos funcionais sobre doencas infecciosas tipicamente

associadas a pobreza, como a doenca de Chagas, pareceu restrita. Nesse contexto,
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a dietoterapia, que consiste numa perspectiva de tratamento através do uso dietético
de alimentos funcionais, poderia se constituir peca adicional na modulagcdo dos
processos infecciosos tipicos da doenca de Chagas.

O estado nutricional foi descrito como um dos principais moduladores da
resposta imune e que, se por um lado ele € um importante determinante do risco e
do prognéstico de doencas infecciosas, por outro, ele é diretamente influenciado

pela infeccéo®’108:109,

Esse padrédo de interacdo, em que o estado nutricional
inadequado contribui negativamente para o desenvolvimento e a evolucdo da
infeccdo, assim como a infeccdo leva ao agravamento do estado nutricional,
fundamentaram a hip6tese de que a condicdo nutricional € um dos fatores
determinantes para que individuos com doenca de Chagas venham a ter bom
progndéstico da doenca ou até mesmo permanecam na fase indeterminada por toda

a VidalOS,llO

, sendo crucial o estabelecimento de estratégias para a manutencao do
equilibrio nutricional.

As deficiencias de micronutrientes (vitaminas e minerais) e de
macronutrientes (carboidratos, lipidios e proteinas) levam a reducdo da funcao

imune*t1t?,

A desnutricdo proteica energética, por exemplo, poderia interagir
sinergicamente com agentes patogénicos, causadores de infeccdo, facilitando a
instalacdo, evolugdo e gravidade de processos infecciosos, sendo importante o
constante monitoramento do estado nutricional, assim como o seu controle em
populacdes vulneraveis a doencas infecto-parasitarias. Os trabalhos encontrados
(Anexol) também indicaram que deficiéncias de macro e micronutrientes na
infeccdo podem coexistir na maioria dos casos, e levam concomitantemente a
efeitos clinicos prejudiciais™***.

No caso de micronutrientes, especialmente agueles com atividade
antioxidante tais como as vitaminas A (retinol, carotenoides), C (acido ascérbico) e
E(tocoferol), e os oligoelementos zinco, selénio e cobre, poderiam modular a funcéo
imune e influenciar a susceptibilidade do hospedeiro & infeccao®**1>116:117,

A importancia de manter os niveis de componentes antioxidantes baseia-se
no fato de serem essenciais para contrabalancar as espécies reativas de oxigénio
(ROS), que caracterizam o0 aumento de estresse oxidativo que ocorre durante 0s
processos infecciosos e inflamatérios, incluindo os encontrados na doenca de
Chagas aguda e cronica®®*®° O estresse oxidativo leva & oxidacao lipidica e, em

presenca de oxigénio, leva a peroxidacdo lipidica de membranas celulares'®,
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intimamente associada a patogénese de lesdes agudas. Assim, 0 uso de alimentos
com compostos antioxidantes seria capaz de retardar ou inibir significativamente a
oxidacao de lipideos®?!%,

O levantamento bibliografico e a fundamentacdo tedrica sobre aspectos
nutricionais na doenca de Chagas (Anexo 1) destacou a relevancia de se estudar
novas alternativas nutricionais para intervencdes terapéuticas nesse agravo, uma
vez que a dietoterapia parece nao fazer parte ainda do quadro atual de
possibilidades. Os 41 trabalhos encontrados abordam predominantemente a
influéncia que o estado nutricional exerce sobre o processo infeccioso, assim como,
a investigacao da acao isolada de substancias nutricionalmente ativas (suplementos
nutricionais) sobre o curso da infeccéo pelo T. cruzi.

Cabe novamente aqui ressaltar que a fisiopatologia da doenca de Chagas
repousa no desequilibrio entre os mecanismos homeostaticos que controlam
cronicamente a carga parasitaria e a resposta inflamatéria, e que alteracdes no
padrdo imunitario estardo sempre relacionadas a maior grau de desequilibrio na
delicada relacdo entre esses dois componentes da infeccdo e da doenca. Neste
aspecto o habito alimentar, o estado nutricional, a modulacdo dietética e
suplementar poderiam interferir no processo de infeccdo pelo T. cruzi e
consequentemente exercer influéncia sobre os indicadores do estado geral de
saude, dentre eles, os parametros clinicos?3124125126.127,128,129,130,131,132

Em relacdo a suplementacdo de nutrientes isolados na modulacdo e
tratamento da doenca de Chagas, a literatura revelou que o uso de suplementos
nutricionais baseados em micronutrientes com fungéo antioxidante poderia ser uma
estratégia no combate ao estresse oxidativo causado pela infeccao por T. cruzi.
Verificou-se o predominio de estudos que investigaram o efeito da suplementacéo
de micronutrientes (ferro, zinco, selénio e vitamina C) na evolucao da infeccéo pelo
T. cruzi.

Conforme j& citado anteriormente, o estresse oxidativo é comum em
processos inflamatorios de muitas doencas, incluindo a doenca de Chagas, o qual
se caracteriza por inflamagéo cronica, o aumento do estresse oxidativo, estando
esse associado com a progresséo e gravidade da doenca'®***!34 O que justifica o
uso farmacolégico de agentes antioxidantes, uma vez que poderiam ser eficazes
para o tratamento e a ndo progressdo da doenca de Chagas®. Um dos fatores

relacionados ao beneficio do uso farmacologico de antioxidantes nessa doenca
74



seriam as alteracbes séricas observadas, sendo comum a deficiéncia de
micronutrientes com atividade antioxidante. Apesar dos possiveis beneficios
ressalta-se que a suplementagcéo deve ser controlada uma vez que seu efeito pode
estar estritamente relacionado a sua caréncia. O excesso de micronutrientes poderia
levar a resultados contrarios ao esperado, e assim, a especificidade do requerimento
nutricional do patégeno e a caréncia nutricional no hospedeiro poderiam influenciar
sobre a parasitemia e demais parametros™!’*3>1%,

O uso de antioxidantes modulando a resposta imune também se fundamenta
no fato de que, em varias doencas causadas por protozoarios, ocorre uma resposta
imune exacerbada para eliminar o parasito, e que esta envolvida no dano tecidual.
Na doenca de Chagas, por exemplo, € mediado por células CD4+ e CD8+, com uma
macica producdo de TNF-a e NO. Assim, uma atuacédo equilibrada do sistema
imunologico motivada por fatores endégenos ou exdgenos, como a suplementacao
de antioxidantes, seria imprescindivel para a contencdo do parasita reduzindo a
ocorréncia de destruicdo tecidual™®"**®,

Os trabalhos também mostraram que o beneficio do uso farmacolégico de
antioxidantes na doenca de Chagas estaria igualmente pautado nas alteracdes
séricas observadas nesta doenca. Entretanto, conforme ja citado anteriormente,
apesar dos possiveis beneficios, alguns artigos revisados indicaram que a
suplementacdo precisa ser controlada, dada a relacdo com sua caréncia ou com

116,117.135136  Nesse contexto, fatores relacionados a

estado nutricional deficiente
forma quimica do suplemento a ser usado, assim como o tipo de cepa de parasita
avaliada, se constituiram provaveis elementos influentes sobre a evolucdo da
infeccao™®.

Outro fator relevante na suplementacéo é que uso combinado de suplementos
vitaminicos e minerais, com inadequada estrutura quimica, poderia gerar interacédo
entre 0s outros nutrientes da formulacédo. Em adi¢do, produzir suplementos tém um
alto custo que é repassado ao consumidor. Nesse ambito o uso de compostos
bioativos com caracteristicas funcionais presentes naturalmente em alimentos e
seus subprodutos poderia ser uma estratégia barata, segura, eficaz e de féacil
aplicacdo em individuos infectados pelo T. cruzi. Além disso, tem sido sugerida
vantagem no uso de matrizes dietéticas com propriedade funcional, especialmente

em doencas crénicas ndo transmissiveis®*, uma vez que os compostos presentes
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nos alimentos tém a capacidade de interagir sinergicamemente. Esse beneficio ndo
pode ser reproduzido com o uso de suplementos isolados.

O uso integral de alimentos vegetais além de fornecer antioxidantes, também
oferece cotas significativas de fibras alimentares. Em nosso levantamento
bibliografico (Anexo 1) ndo foram encontrados trabalhos que relatassem o uso de
fibras alimentares como adjuvante na terapia da doenca de Chagas, seja na forma
purificada ou naturalmente presentes na matriz alimentar. Existem evidéncias que o

uso de fibras é eficaz no tratamento de transtornos intestinais®2140:141:142,143

, podendo
entdo ser uma aliada para tratar as alteracdes intestinais tipicas da infeccao pelo T.
cruzi.

A lacuna existente sobre a dietoterapia aplicada a doenca de Chagas indica a
necessidade de se desenvolver estudos nesse campo, assim como métodos
investigativos apropriados para tal perspectiva. De fato o uso de matrizes dietéticas
integrais na doenca de Chagas € uma area carente de informacdes, necessitando
ser mais explorada. Pode-se afirmar que o tratamento baseado em abordagens
inovadoras no ambito da nutricdo continua a ser um desafio no contexto da doenca
de Chagas. Para contribuir nesse sentido, atualmente nosso grupo de pesquisa vem
investigando experimentalmente o uso matrizes dietéticas integrais com propriedade
funcional na modulacdo e tratamento da infec¢cdo pelo T. cruzi. Sobre a temética
nutricdo e Chagas predominam os trabalhos experimentais em relacao aos trabalhos
de estudos clinicos. Isso mostra a dificuldade em se fazer inovacdo de terapia
nutricional, clinicamente testada, na area de doenca Chagas. Cabe destacar que o
conceito geral de inovacao se refere a introducao no mercado de um produto, bem
ou servico tecnologicamente novo (inovacao radical) ou aperfeicoado em relacdo a
um anterior (inovacéo incremental) ***.

Passados mais de 100 anos da descoberta da doenca de Chagas apenas
dois medicamentos s&o utilizados para seu tratamento, o benzonidazol e o
nifurtimox, sendo encontrado no Brasil apenas o primeiro®*®*. Além da falta de
opcao de tratamentos inovadores, sejam eles adjuvantes ou n&o, 0 sucesso da
terapéutica na doenca de Chagas tem esbarrado em diversos obstaculos como
acesso, compreensao, reacoes adversas e adesdo do paciente. O levantamento
bibliografico sobre os aspectos nutricionais aplicadas a doenca de Chagas (Anexol)
demonstrou que esse tipo de abordagem continua sendo um tema negligenciado. O

uso de alimentos tradicionalmente consumidos assim como seus subprodutos com
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propriedade funcional podera se constituir um novo pilar para o tratamento de
doencas dessa natureza, sendo um caminho inovador.

Os dados obtidos nos levantamentos bibliograficos (Anexo 1 e 2)
evidenciaram que até hoje a terapéutica em Chagas é “engessada” e tradicional,
faltando uma visédo holistica do problema. Além disso, a aplicacdo terapéutica de
subprodutos de origem vegetais como alimentos funcionais ainda se constitui
simultaneamente em um desafio e com potencial para ser aplicado em doencas
tipicas da pobreza.

Dentro desta perspectiva, considerando a linha de pesquisa do grupo que é a
inovacdo em terapias para doenca de Chagas, tendo como uma das vertentes a
terapia nutricional, idealizamos um ensaio pré-clinico com a semente de abdbora.
Para isso, iniciamos um estudo da composi¢do quimica desse produto vegetal teste,
fizemos uma andlise sensorial de produtos alimenticios gerados a partir dele
(biscoitos doces), e apds essa etapa colocamos em pratica o ensaio bioldgico.
Todas essas etapas resultaram na elaboragdo dos dois manuscritos apresentados
nos resultados da Tese.

O manuscrito 1 foi originado do estudo bromatoldgico da farinha de semente
de abdbora assim como a sua aplicacao tecnoldgica em produtos de panificacdo. A
importancia de se fazer um estudo de aplicacdo tecnoldgica € a previsdo da
viabilidade de sua inser¢cdo no mercado e forma de uso.

O resultado quimico bromatologico indicou adequado teor de umidade,
atividade de agua (aw) e cinzas, parametros que sao importantes indicadores de
qualidade para produtos comercializados, conforme discutido no primeiro
manuscrito, inclusive em relacéo a vida “de prateleira” e a estabilidade do produto. A
analise microbioldgica, também importante indicador de qualidade, mostrou que as
sementes estavam adequadas para o consumo, indicando qualidade higiénica no
processo de elaboracdo do produto vegetal. A analise da semente mostrou que ela
continha um alto teor de fibras alimentares, proteinas e lipidios, com predominancia
de acidos graxos oleicos e linoleicos, importantes anti-inflamatorios quando usados
equilibradamente na dieta?>%. Dados quimicos similares também foram encontrados
em outros estudos com semente de abobora de diferentes espécies e outras
sementes vegetai561’64'145’146’147’148’149’150’151'152.

Os resultados mostraram que a fibra alimentar é o segundo composto

predominante na semente de abobora. A fibra alimentar € descrita como composto
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presente no reino vegetal que quando ingerido é resistente a hidrolise, digestao e
absorcdo no intestino delgado, apresentando fermentagdo parcial no intestino

28,29,153

grosso Esse grupo inclui polissacarideos, oligossacarideos, lignina e

substancias associadas de plantas. Dentre outros fatores, a atuacao fisiologica da
fibra alimentar esta relacionada & sua solubilidade em agua®*“°.

O termo “fibra alimentar” se refere a carbohidratos de cadeia longa cujas
ligacbes ndo podem ser quebradas pelas enzimas digestivas intestinais, e incluem
amidos resistentes, e sdo metabolizados por bactérias do trato intestinal.
Historicamente as fibras tém sido classificadas de acordo com a solubilidade, como
soluveis (pectinas, gomas e mucilagens) e insoltuveis (celulose, hemicelulose e
lignina). Nos alimentos estdo presentes tanto as fragbes sollveis quanto as
insoltveis, em proporcées diferentes®>***. Uma nova classificacdo foi recomendada
em 2002 pelo Institute of Medicine (IOM) **°: “fibra alimentar”, para a que ocorre
naturalmente nos alimentos, e a “fibra funcional’, as isoladas, modificadas ou
manufaturadas para um proposito especifico ou beneficio a salde. Apesar desta
nova classificacdo, a anterior que separa fibras soluveis e insollveis ainda é a mais
utilizada por nutricionistas no manejo clinico da incluséo de fibras na dieta.

Os efeitos fisiologicos exercidos pela fibra alimentar, entre outros, sao:
laxacdo, aumento do bolo fecal, atenuacdo do colesterol e glicemia sanguinea®®%*,
Além disso é considerada como coadjuvante no tratamento e controle do sobrepeso
e obesidade, pois promove sensacdo de saciedade e seu adequado consumo tem
sido associado a reducao do risco de doencas cronico ndo transmissivel e melhora
da funcao intestinal®*1°%1>"138.159 "pode-se afirmar que os efeitos fisiolégicos da fibra
alimentar se devem também a presenca dos biocompostos associados a esta
fracao® °%1%° Em relacéo ao efeito das fibras sobre o trato intestinal, o0 aumento do
volume e excrecéo fecal se relaciona a retencdo de agua no intestino e nas fezes
além da presenca das proprias fibras nas fezes®.

A semente de abdbora é rica em fibra insollvel. Essa fracdo da fibra alimentar
esta relacionada a regulacdo das func¢des digestivas bem como a prevencao e ao
tratamento de doencas como constipacdo, aléem de reduzir o risco de doencas
diverticulares e de cancer de colon®’161:162163.164

Conforme ja citado, nos alimentos, assim como na semente de abdbora,
existem compostos bioativos associados a fibra, que estdo ligados quimicamente ou

através de interacdes com a parede celular vegetal®**®*. Os principais compostos
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associados a fibra sdo os polifendis, os carotendides e os fitoesterdis. Tal
caracteristica potencializa os beneficios do uso de matrizes dietéticas integrais ricas
em fibras e seus compostos associados. Dentre as suas diversas fungbes, 0s
polifendis e os carotenodides atuam como antioxidantes, enquanto os fitoesterois sao
eficazes na reducéo do colesterol plasmatico®®40:16>.166.167,

No curso deste trabalho ndo houve tempo habil para analisar e classificar os
compostos com atividade antioxidante presentes na farinha utilizada. Entretanto,
conforme ja citado, o0s mesmos estdo presentes nessas sementes, assim como a
cucurbitacina, um glicosideo terpendide responsavel pelo efeito anti-helmintico da
semente de abébora®.

No que diz respeito aos micronutrientes presentes na farinha utilizada
destacaram-se 0 magnésio, potassio, calcio, manganés, ferro, zinco, selénio e
cobre. Nesse ponto cabe ressaltar que o zinco, o selénio e 0 manganés séo partes
integrantes de importantes enzimas antioxidantes. Dentre muitas, as trés principais
enzimas dependentes destes oligoelementos sao (i) a glutationa peroxidase,
enzima antioxidante que depende de selénio como cofator; (ii) a superoxido
dismutase citosdlica (Cu-ZnSOD), que depende de zinco e de cobre, e (ii) a
superoxido dismutase na matriz mitocondrial (Mn-ZnSOD), que tem o manganés
como cofator metélico ',

Posteriomente, quando analisamos o tecido cardiaco e intestinal dos animais,
observamos uma significativa reducdo da inflamc&o nos animais infectados tratados
com semente de abobora, entdo o efeito antiinflamatério encontrado pode estar
relacionado a presenca desses micronutrientes na racado com PV, além da presenca
da fibra alimentar e outros compostos associados. Suzuki (2008)??, mostrou que a
fibra alimentar proveniente da semente e polpa de abdbora tém potencial para ser
usado com adjuvante no tratamento da inflamacéo intestinal devido ao seu forte
potencial antiinflamatoério no colon.

Em relacdo a atividade antioxidante da semente de abdbora, a farinha
torrefada e nao torrefada, e seus respectivos 6leos, apresentaram baixa atividade
em relacdo ao padrao trolox, ndo chegando a 20 mg de equivalente trolox/ g de
amostra. Apesar dos baixos valores de DPPH, a farinha torrefada e seu 6leo tiveram
maior atividade antioxidante que a nao torrefada, demonstrando que a torrefagéao
ndo altera a atividade antioxidante. O método de aplicacdo de calor seco parece

entdo, ndo reduzir a capacidade antioxidante da semente. Isso péde ser observado
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também no estudo realizado por Moreira e colaboradores (2011)° que
demonstraram que o tipo de cocc¢do influencia as propriedades fitoquimicas da
farinha de semente de abobora. No trabalho, os autores verificaram melhores
resultados para farinhas submetidas ao calor seco direto e ao calor seco indireto,
gue tiveram maior capacidade antioxidante. J4 as sementes sem tratamento térmico
tiveram menor quantidade de compostos fendlicos.

De acordo com Sucupira e colaboradores (2012)°® a capacidade
antioxidante pode ser expressa por meio de varios parametros, incluindo a remocao
de um radical peroxil (ORAC - oxygen radical absorbance capacity, TRAP - total
reactive antioxidant potential), a capacidade de reducdo de metal (FRAP - ferric
reducing antioxidant power, CUPRAC - cupric ion reducing antioxidant capacity), a
capacidade de remocdo de radical organico (ABTS - 2,20-azino-bis (acido 3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfénico), DPPH - peroxidacdo do 2,2-difenil-1-picrylhydrazil)
e a quantificacdo de produtos formados durante a peroxidacéo de lipideos (TBARS,
a oxidacado do LDL, co-oxidacdo do B-caroteno). Entretanto, os métodos FRAP,
ABTS, DPPH e ORAC sdo mais utilizados para determinar a capacidade
antioxidante in vitro. Sabendo-se que a capacidade antioxidante pode ser avaliada
por diferentes metodologias, bem como ser alterada pela matriz alimenticia e
método de preparo, faz-se necesséria a andlise da atividade antioxidante por outros
métodos. Nesse ponto, indicamos que seria interessante uma analise mais
abrangente da atividade antioxidante da semente de abdbora, usando diferentes
métodos e comparando os melhores resultados.

No que diz respeito a aplicacéo tecnolégica da semente de abdbora na forma
de farinha, esta se mostrou viavel para ser aplicada em biscoitos tendo um indice de
aceitabilidade superior a 70% por humanos. Produtos alimenticios com tal indice de
aceitabilidade s&o considerados de boa aceitacdo e comercialmente viaveis®:. A
estratégia de torrefar a semente proporcionou bons resultados, por conferir a farinha
aroma similar ao do amendoim (Arachis hypogaea) e, consequentemente, aos
produtos elaborados com as mesmas. Deve-se ressaltar a importancia de se
oferecer um alimento funcional, com fim terapéutico e que tenha boa aceitacao, pois,
se o mesmo for rejeitado, o tratamento dietético ndo tera efeito. Assim, a
caracteristica sensorial é tdo importante quanto a nutricional e funcional, para o

completo sucesso da terapéutica baseada nos alimentos.
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Por fim, apds analise bromatologica do produto vegetal, péde-se entao partir
para etapa experimental, etapa esta em que foram realizados experimentos em
diferentes tempos, mas cujo objetivo principal foi provar o conceito de que uma dieta
incluindo a farinha de sementes de abdbora (Cucurbita moschata Duchesne) poderia
reduzir a inflamacao e melhorar a motilidade intestinal na fase aguda da infeccéo por
T. cruzi. Os principais parametros avaliados foram o consumo alimentar, o ganho
ponderal, o tempo de transito intestinal, a parasitemia e a analise histolégica do
intestino e do coracdo dos animais. Todas essas etapas foram realizadas conforme
metodologia descrita no segundo manuscrito.

No trabalho experimental, foi observado que os animais infectados
apresentaram perda de peso independente do tratamento, relacionada, dentre
outros fatores, a reducdo de consumo alimentar. Observamos uma reducao gradual
do consumo alimentar durante a primeira semana de infeccdo com posterior reducéo
de peso corporeo.

Com relagdo a parasitemia, os animais tratados com produto vegetal nédo
apresentaram valores menores (p>0,05) na contagem de parasitos circulantes no
sangue, indicando que o PV néo tem efeito tripanocida.

Confirmamos que o modelo é reprodutivel, uma vez que no 15° dia apés a
infeccdo o0s animais infectados (sem tratamento) apresentaram maior tempo de
transito intestinal em relacdo aos nao infectados, conforme descrito anteriormente
pelo grupo, para quatro diferentes cepas de T. cruzi™"°.

Através da motilidade, a avaliacdo da funcdo intestinal foi realizada em
animais tratados com produto vegetal, com selénio, e também com uma associacdo
dos dois. Conforme citado anteriormente, usamos 0 mesmo modelo experimental de
infeccdo, mas para esse estudo, em virtude da disponibilidade de animais para o
trabalho, foram usados camundongos um pouco mais velhos e com peso um pouco
maior (=40g), o que pode ter gerado uma maior resisténcia a infecgdo (nos animais
controles infectados nao tratados).

O tratamento com o PV mostrou-se satisfatério uma vez que no 15° dia pos-
infeccéo foi significativa a reducdo do tempo de transito intestinal para esse grupo.
Por outro lado, o grupo tratado com selénio ndo mostrou alteracdo significativa do
tempo de transito intestinal, diferentemente dos achados anteriores do grupo,
quando o selénio foi capaz de melhorar a funcéo intestinal. Essa discrepancia nos

resultados provavelmente se relaciona a diferenca de idade dos animais no inicio do
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experimento, devendo ser melhor explorada, sendo possivelmente os animais mais
jovens 0s mais susceptiveis e, portanto, mais beneficiados com o tratamento com
selénio do que os mais velhos (Manuscrito 2).

A proposta de associar o PV ao selénio ocorreu considerando dados
anteriores e satisfatorios do grupo com a suplementacdo de selénio. Entretanto,
verificamos que a suplementacdo com a associacdo de PV e selénio ndo exerceu
melhoria efetiva na reducéo do tempo de transito intestinal, em relacdo ao obtido
apenas com o PV.

Com relacdo a analise histologica observamos que tanto o tecido cardiaco
como intestinal dos animais tratados com produto vegetal e selénio apresentaram
qualitativamente menores focos inflamatérios do que as amostras dos animais ndo
tratados. Ao fazer uma andlise quantitativa das células mononucleares nos cortes
intestinais de animais infectados tratados com produto vegetal, encontramos
reducdo significativa do ndmero de células inflamatéria nesses tecidos em relagéo
aos animais infectados sem tratamento. Houve também uma reducdo em 33% do
namero de infiltrados inflamatorios para o grupo tratado. Como ja discutido
anteriormente, esse resultado pode se relacionar a composi¢do quimica do PV, rica
em compostos antioxidantes.

Como os resultados foram satisfatérios realizamos a analise das células de
Cajal, células mesenquimais do aparelho intestinal que estdo associadas a camada
muscular e demais células nervosas, sendo consideradas marca-passo intestinal
através de geracdo de impulso ritmico, traduzidos em ondas lentas'’*07017%
Fatores como doencgas e uso de medicamento podem levar a disfuncdo dessa célula
ou até mesmo reducdo de seu nimero® 929172173 Adad e colaboradores (2012)%
verificaram em seu estudo que o desenvolvimento de megacdlon chagasico requer
desnervacdo grave, e a reducdo de células de Cajal pode ser, em parte, uma
consequéncia da desnervacdo. Araljo e colaboradores (2010)%, também
encontraram em pacientes com megacoélon chagasico uma acentuada reducdo do
namero de células intersticiais de Cajal.

Em nossa analise, ndo observamos alteracdo do padrédo morfolégico das
células de Cajal, mas como nao fizemos um estudo imunohistoquimico cinético,
ainda néo temos elementos conclusivos. Pode ser que, por ainda estarmos na fase
aguda na data escolhida para a analise (dpi 23), as células ainda ndo estivessem

reduzidas em numero. No entanto, sua funcéo ja poderia estar alterada, refletindo
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clinicamente no maior tempo de transito intestinal observado nos animais infectados
sem o tratamento com o PV.

Uma vez confirmado o beneficios da suplementagdo do produto vegetal no
modelo experimental e em funcdo do papel promissor do produto vegetal na
alteracdo intestinal causada pelo T. cruzi, este estudo trouxe também como
contribuicdo a perspectiva do uso do produto vegetal como terapia adjuvante para
tratar complicagdes relacionadas a infecgdo. Mais estudos s@o necessarios a fim de
elucidar os mecanismos envolvidos, assim como um maior tempo de experimento,
sendo indicado um estudo na fase cronica. Nossos resultados mostraram que €
possivel tratar clinicamente a alteracdo proposta através do uso simples e puro do
alimento. Destacamos, portanto, o interesse no estudo do mecanismo de acao do
PV, que pode estar associado o seu conteudo (fibra, Zn, Mn, acidos graxos
insaturados e compostos bioativos associados) ou a Zn-proteinas e Se-proteinas
com fungbes anti-inflamatorias e anti-oxidantes, a mediadores de inflamagao

(citocinas), a resposta imune especifica, entre outros.

IV.1 CONCLUSOES

1. A demonstracdo de alto teor de proteina, lipidios, fibras alimentares e de
minerais no PV estudado, subproduto da abdbora.

2. A boa aceitacdo sensorial da aplicacdo tecnologica do PV em forma de
biscoitos, que embasa uma possivel aplicacdo futura em humanos.

3. Os efeitos anti-inflamatério e redutor do tempo de transito intestinal observado
nos ensaios com dieta a base de PV.

4. A confirmagdo da propriedade funcional do PV no ensaio pré-clinico em
animais, que possibilita, apenas através de manipulacao da dieta, a obtencéao
de beneficios fisiologicos ao longo do periodo de infec¢do analisado.

5. A obtencéo de efeito funcional significativo apenas com a adi¢éo de 15 % de
PV na racéao.

6. O fato do efeito funcional benéfico encontrado ndo se dever a acado
tripanocida do PV.

7. A sinergia entre alimentacdo com PV e Se no efeito anti-inflamatério em uma

frequéncia importante de animais experimentalmente infectados.
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IV. 2. RECOMENDACOES AO SISTEMA UNICO DE SAUDE

Com base nos resultados obtidos podemos recomendar ao SUS:

1-

Indicar alimentacdo adequada a todos nas Unidades de atencdo basica do
SUS e, em particular, acompanhar o perfil nutricional dos portadores da
doenca de Chagas, para identificar caréncias nutricionais e manutencao de
niveis otimos de anti-oxidantes.

Elaborar guias e roteiros de orientacdo nutricional para os portadores da
doenca de Chagas, em formato de impressos e videos, com base nas
evidéncias cientificas ja disponiveis.

Fomentar estudos de intervencdes nutricionais em larga escala, para
promocado da saude em seus componentes imunoldgico, cardiaco e digestivo.
Implantar um sistema nacional de notificacdo compulsoria de casos crénicos
para seguimento e tratamento, independente da fase clinica em que se
encontrem, para que associacfes de tratamento etiologico e de intervencdes

funcionais possam ser planejadas.
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Resumo:

Passados mais de 100 anos de sua descoberta, a terapéutica da doenca de Chagas
ainda enfrenta diversos obstaculos. Revisamos na literatura as abordagens
nutricionais empregadas para doenca de Chagas, ainda pouco explorada, e
classificamos os artigos encontrados conforme duas tematicas principais: (1) Estado
nutricional associado a doenca de Chagas; (2) Suplementacdo de substancias,
macro e micronutrientes isolados na modulagéo e tratamento da doenca de Chagas.
Apesar da relevancia do tema, ha um numero baixo de publicacbes na area e a
dietoterapia parece nao fazer parte ainda do quadro de possibilidades de tratamento
da doenca em questdo. A terapéutica dietética poderia se constituir em pilar
adicional para o tratamento da doenca de Chagas pela sua facilidade de acesso e
por ser um objeto estratégico do governo ao implementar politicas publicas de
seguranca alimentar, merecendo, portanto, maior atencao e estudos.

Doenca de Chagas; Nutricdo; Tratamento dietético

Introducéo

A doenca de Chagas, descoberta em 1909 pelo médico brasileiro Carlos
Chagas', é uma doenca crénica causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. E
uma enfermidade relacionada com o subdesenvolvimento e pobreza, principalmente
encontrada na Ameérica Latina e, atualmente, em paises desenvolvidos nao
endémicos devido a migracdo dos portadores 23 A doenca de Chagas é uma das
doencas negligenciadas pela industria farmacéutica e pelas politicas publicas dos

paises endémicos e seu custo social ao sistema de saude no Brasil se eleva a
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ordem de 130 milhdes de délares por ano *. No contexto epidemiolégico da doenca
de Chagas humana, estudos indicam que no Brasil, a regido nordeste € uma das
principais afetadas com casos cronicos, a regido centro-oeste é a que apresenta
maior percentual de mortalidade e a regido norte € a mais importante em termos de
incidéncia de novos casos por transmissao oral e vetorial >890

As vias de transmissdao da doenca de Chagas humana sao vetorial,
transfusional, por transplante de O&rgaos, vertical (congénita e durante a
amamentac&o), por acidentes de laboratério e oral ®°. No caso da infecgéo oral, o
acai é o alimento mais frequentemente envolvido, e apenas entre 2006 e 2007 foram
notificados mais de 200 casos *°.

Apesar dos dados relatos, e passados mais de 100 anos de sua descoberta,
atualmente existem apenas dois medicamentos que sdo utilizados para tratar a
infeccéo por T. cruzi, o benzonidazol e o nifurtimox, sendo comercializado no Brasil
apenas o primeiro ** 23 O sucesso do tratamento na doenca de Chagas tem
esbarrado em diversos obstaculos como acesso, reacfes adversas, adesdo do
paciente e, sobretudo, desconhecimento da comunidade médica sobre o novo
paradigma a ser adotado no sentido de utilizar as drogas tripanocidas tanto na fase
aguda como na cronica .

A fase aguda da doenca de Chagas geralmente € assintomatica e, quando
sintomatica, possui sintomas inespecificos. Nessa fase pode ocorrer uma miocardite
branda e difusa, podendo ser acompanhada de taquicardia, dispnéia ao esforco,
edema de membros inferiores, e hipertensdo 3. O tratamento adequado e precoce
na fase aguda previne sua evolucdo para a fase cronica sintomatica **°. Os
individuos infectados progridem para fase crbnica, inicialmente assintomatica e
posteriormente, 25-30% dos pacientes vém a desenvolver alteracdes cardiacas, até
10% digestivas ou mistas, alguns também desenvolvem alteraces neuroldgicas (até
2%), enquanto outros permanecerao sem apresentar sintomas clinicos por toda a
vida 12,13,14.

Os fatores que influenciariam para que alguns individuos se apresentem
sintométicos ou assintomaticos na doenca de Chagas ainda sdo controversos 4. A
relacdo parasito-hospedeiro, aspectos sociais, assim como 0s estados imunoldgico e
nutricional parecem determinantes para que pessoas infectadas pelo T. cruzi
evoluam para as formas clinicas mais graves, enquanto outros permanecam

assintomaticos por toda vida 3%
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As doencas infecciosas parasitarias tém grande importancia por seu
expressivo impacto social, jA que estdo diretamente associadas a pobreza e a
qualidade de vida, englobando patologias relacionadas as condi¢cdes de habitacao,
alimentacdo e higiene precarias '°. Ha relatos de que fatores socioculturais, em
grande parte, podem controlar e prevenir as doencas parasitarias, sendo
fundamental a implementacéo de intervencdes combinadas a conscientizacéo social
1517 Dessa forma, a atencdo ao portador infectado geralmente pressupde uma acéo
de Estado o que gera clara dependéncia de politicas publicas consequentes e
continuadas *°.

Tais caracteristicas reforcam a necessidade de se investigar medidas
terapéuticas que vao além do contexto parasito-hospedeiro. Assim, a busca por uma
terapia que trate do individuo holisticamente continua a ser um desafio. Nesse
contexto a dietoterapia, que consiste no tratamento através do uso de alimentos,
poderia ser uma nova peca na modulacdo da doenca de Chagas.

A alimentacao, conceituada como processo biolégico e cultural que se traduz
na escolha, preparacdo e consumo de um ou varios alimentos, e a nutricao,
conceituada como estado fisiolégico que resulta do consumo e utilizacdo biologica
de energia e nutrientes em nivel celular, tém sido descritas como requisitos basicos
para a promocao e a protecdo da saude, além de contribuirem para o enfrentamento
de doencas infecciosas, desnutricdo, doencas cronicas e seus fatores de risco,
dentre outras /181920,

A terapia através da alimentacdo tem sido investigada ha muitos anos e tem-
se observado a relagéo inversamente proporcional do consumo de certos alimentos

20,21

e a ocorréncia de doencas , assim como tem sido mostrado que o uso adequado

de alimentos com propriedade funcional mantém a saldde e atua como adjuvante no

tratamento de inGmeros distlrbios 2122,

Dentre 0s principais compostos presentes nos alimentos estdo os
antioxidantes e as fibras alimentares, fornecidos majoritariamente pelo consumo de
frutas e hortalicas %*. As vitaminas, minerais e compostos fenélicos sdo algumas das
substancias com atividade antioxidante e farmacoldgica presentes em alimentos de

23,24

origem vegetal Os compostos com atividade antioxidante e as fibras

alimentares estdo presentes tanto nas partes tradicionalmente consumidas dos

vegetais, como também nas cascas e nas sementes, que podem apresentar maiores

quantidade desses compostos em relacdo & prépria polpa dos veetais >2%%’,
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Sabendo dos desafios relacionados a terapéutica da doenca de Chagas é
necessario investigar novas abordagens sobre tratamento nutricional alternativo que
possam melhorar a qualidade de vida da popula¢do ndo s6 acometida, mas também
sujeita a infec¢do. Aplicadas a doenca de Chagas, dietas compostas por alimentos
tradicionais e saudaveis, assim como seus subprodutos, poderiam ser usados como
adjuvante a terapia.

O desenvolvimento de novas terapias para as doengas negligenciadas fica
por conta do setor publico. Nessa vertente, é importante a aplicacdo de politicas de
intervencdo que garantam o acesso a alimentacdo saudavel assim como a melhoria
das condicbes de alimentacdo, nutricdo e salude. Esse propésito faz parte da
Politica Nacional de Alimentacdo e Nutricdo (PNAN) %. O PNAN esta inserido no
contexto da Seguranca Alimentar e Nutricional o qual abrange o conjunto das
politicas governamentais voltadas a concretizacdo do direito humano universal a
alimentacdo e nutricdo, ferramentas essas que possibilitam a afirmacao plena do
potencial de crescimento e desenvolvimento humano, com qualidade de vida e
cidadania 1" %. As acdes de alimentacéo e nutricdo representam papel fundamental
no contexto da Atencéo Basica em Saude *’.

A politica de seguranca alimentar e nutricional tem como base praticas
alimentares promotoras de saude que respeitem a diversidade cultural e que sejam
social, econdmica e ambientalmente sustentaveis ®?°. Considerando a atuacéo do
setor Saude no contexto da Seguranca Alimentar e Nutricional, e o importante papel
que os alimentos tém sobre a manutencdo da saude e reversao de doencas, a
presente revisao teve por objetivo realizar um levantamento de estudos que

investigassem o0s aspectos nutricionais relacionados a doenca de Chagas.

Método

A reviséo da literatura foi realizada a partir de levantamento bibliografico nas
bases da US National Library of Medicine - National Institutes of Health (PubMed) e
Scientific Eletronic Library On-line (SciELO). A busca nas bases supracitadas foi
realizada em 2013 e atualizada em abril de 2014, através dos descritores presentes
na Tabela 1, em inglés no PubMed e em portugués no Scielo, isolados ou
combinados, sem restricdo de periodo temporal.

Apesar de isoladamente os descritores “nutricdo” e “infecgdo” captarem

centenas de milhares de artigos nas bases consultadas, foi bastante pequeno o
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namero de trabalhos recuperados com a combinacdo de descritores com o termo
“‘doenca de Chagas”. Isso nos levou a ampliar o escopo de busca, e incluir na pre-
analise os 198 artigos encontrados com os descritores “food" and/or "nutrition"
and/or "diet" and "Chagas disease" (Tabela 1).

As 198 publicacbes pré-selecionadas foram analisadas pelos titulos e
resumos, e categorias tematicas foram identificadas (Tabela 2). Trés grandes grupos
de trabalhos foram classificados, aqueles de ordem clinica (em pacientes/
portadores), experimental (em animais), relacionados a alimentacédo de vetores, ou

relativos a temas néo diretamente afetos a questéo nutricional (outros).

Resultados e Discusséo

Identificamos poucos estudos proporcionalmente ao conjunto de pesquisas
em doenca de Chagas e caracterizamos negligéncia também neste campo de
investigagcdo. A Tabela 1 mostra os resultados obtidos pelo procedimento de busca.
Os descritores utilizados trouxeram a tona um componente adicional de negligéncia
em relacdo a doenca de Chagas: para 11.750 referéncias encontradas com a
combinacdo de “nutrition” e “infection”, apenas 52 se referiram a “nutrition” e
“Chagas disease”. Isso significa que os estudos de aspectos nutricionais na doenga
de Chagas representam 4 em cada mil estudos sobre nutricdo e infecgao.

Frente a um numero téo restrito de estudos, ampliamos a captacao de artigos
e identificamos um total de 198 trabalhos que puderam ser categorizados nos temas
de interesse. ApoOs andlise criteriosa foram excluidos: (a) os estudos que nao faziam
abordagens sobre os aspectos nutricionais relacionados ao curso da doenca de
Chagas, (b) os trabalhos repetidos, e (c) foram identificadas as tematicas principais
no foco nutricional: (1) o estado nutricional associado a doenca de Chagas; (2) a
suplementacdo de substancias, macro e micronutrientes isolados na modulagéao e
tratamento da doenca de Chagas. Foram entdo incluidos na revisdo 40 artigos,
marcados com asterisco na Tabela 2 nas trés categorias relevantes. Estdvamos
interessados no tema do uso de matrizes dietéticas integrais na modulacdo e
tratamento da doenca de Chagas, conceituando matriz dietética integral, como o
alimento integral cuja composicdo apresenta algum composto com caracteristica
funcional, sendo inclusos alimentos regionais e extrarregionais. No entanto nao

identificamos na literatura qualquer trabalho sobre o tema.
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Tabela 1: Descritores utilizados para a busca bibliografica do trabalho

Descritores em: inglés / portugués PubMed Scielo Total
Infection/ infeccao 853.992 6.273 860.265
Food/ alimento 843.930 215 844.145
Diet/ dieta 371.649 566 372.215
Nutrition/ nutricao 289.566 1.759 291.325
Functional food meat/ alimento
funcional 489 26 515
Chagas disease/ doenca de Chagas 3.645 493 4.138
Nutrition and infection/ nutricdo e
infeccao 11.656 94 11.750
Nutrition and Chagas disease /
nutricdo e doenca de Chagas 44 8 52
Food and Chagas disease / alimento
e doenca de Chagas 146 2 148
Diet and Chagas disease / 53 2 55
Nutritional supplementation and
Chagas disease / 9 0 9
Food and supplement and Chagas
disease / 2 0 2
Diet and therapy and Chagas
disease / 5 0 5
“Food" and/or "nutrition" and/or "diet"
and "Chagas disease" 198 0 198
Dietary therapy and Chagas disease 29 0 29
Tabela 2: Categorias teméaticas dos 198 artigos identificados

Categorias de artigos Numero %
Humanos- estado nutricional de portadores/ populacdes 15 8
Experimental- estado nutricional e outros fatores 20 11
Experimental- Suplementacéo de substancias bioativas,
macro e micronutrientes isolados 5 3
Humanos- Transmisséo de T. cruzi por alimentos 33 17
Humanos- Caracteristicas da doenca no sistema digestivo 13 7
Humanos- Epidemiologia, historia, outros 24 12
Experimental- Infecgdo via oral em modelos animais 7 4
Experimental- Outros estudos experimentais 11 6
Vetores- alimentacao 57 29
Outros 12 6
Total 198 100
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Dos 198 trabalhos pré-selecionados, 35 apresentaram como tematica
principal o estado nutricional e sua possivel modulagéo na infeccéo pelo T. cruzi em
humanos e animais, enquanto 5 apresentaram temas relativos a suplementacao de
substancias isoladas (Tabela 2). Esses cinco estudos sobre a suplementacdo com
micro ou macronutrientes foram encontrados apenas em modelos experimentais
(asteriscos na Tabela 3). A Tabela 3 mostra estes conjuntos de referéncias, que
serdo discutidos adiante.

Tabela 3: Conjuntos de artigos revisados no trabalho

3.1: Artigos relativos a doenca de Chagas humana \

1. Cetron et al 1993 9. Rosenberg et al. 1982
2. Geraix et al. 2007 10. Salazar-Schettino 1983
3. Nevesetal 1971 11. Santos et al 2013
4. Penhavel et al 2004 12. Soares et al 1991
5. Pereira et al 1983. 13. Tauil e Azevedo 1978
6. Posadaetal 2011 14. Vieira et al. 1996
7. Rivera et al 2002 15. Werneck et al 2011
8. Riveraetal 2003
3.2: Artigos relativos a doenca de Chagas experimental (animais) * |
1. Brazéo et al 2009. 15. Machado et al 1984
2. Cintraetal 1998 16. Malafaia e Talvani 2011
3. Collares et al 1986 17. Manarin et al. 2013
4. Collares et al 1986 18. Marim et al. 2012 *
5. De Souza et al 2002 19. Martins et al. 2013
6. De Souza et al 2003 * 20. Osborne et al. 2002 *
7. De Souzaetal. 2010 * 21. Pedrosa et al 1990
8. Fraker et al 1982 22. Pedrosa et al 1993
9. Gomes et al 1994 23. Santos et al. 1992
10. Gomez et al 2002 24. Schirmer et al 1987
11. Gongalves-Neto etal. 2011 * 25. Troncon et al 1984

12. Petersen et al 2001
13. lazigi et al 1971
14. Lalonde et al 1984

* As referéncias marcadas com asterisco se referem a ensaios de suplementa¢éo nutricional

Influéncia do estado nutricional no curso da doencga de Chagas

O estado nutricional tem sido descrito como um dos principais moduladores
da resposta imune e, se por um lado ele € um importante determinante do risco e do
prognoéstico de doencas infecciosas, por outro, ele é diretamente influenciado pela

infeccdo®. Esse padrdo de interacdo, em que o estado nutricional inadequado
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contribui para o desenvolvimento e a evolucdo da infec¢cdo, assim como a infec¢cao
leva ao agravamento do estado nutricional, fundamenta a hipétese de que a
condicdo nutricional € um dos fatores determinantes para que individuos com
doenca de Chagas tenham um bom prognéstico da doenca e permanecam na fase
indeterminada por toda a vida >3,

Sabe-se que as deficiéncias de micronutrientes (vitaminas e minerais) e de
macronutrientes (carboidrato, lipidio e proteina) levam a reducdo da funcdo imune
2232 A desnutricdo proteica energética pode interagir sinergicamente com agentes
patogénicos, causadores de infeccéo, facilitando a instalacéo, evolucdo e gravidade
de processos infecciosos. Em contrapartida, como ja citado, estes processos
causam desequilibrio do estado nutricional, tornando-se um ciclo vicioso, sendo
importante o constante monitoramento do estado nutricional, assim como o seu
controle em populacdes vulneraveis a doencas infecto-parasitarias.

Santos et al. 3

, a0 investigar a associacao entre estado nutricional e a
infeccdo crénica pelo T. cruzi, observaram a ocorréncia de importantes déficits
nutricionais, incluindo reducéo da reserva de tecido adiposo e de massa muscular,
em uma populacéo idosa que viveu em area endémica para doenca de Chagas no
estado de Minas Gerais, em 1997. Os autores evidenciaram a importancia da
avaliacdo nutricional entre idosos com infec¢gdo crbnica, visando minimizar o
potencial impacto da nutricdo inadequada na evolucdo da doenca nessa populacao.

Em relacdo a deficiéncia de macronutrientes, tem sido demonstrado que
déficit proteico diminui a resisténcia a infeccdo pelo T cruzi, além de alterar
mecanismos de regulacdo neuro-hormonal e levar a disfuncdo endotelial 33*%,
Estes fatores podem justificar o motivo pelo qual pacientes com cardiopatia
chagéasica tém pior prognostico que os cardiopatas ndo chagasicos, conforme
observado por Silva et al. *. Entretanto, ha indicios que o periodo e grau de
restricdo dietética de proteina sdo elementos que podem regular positiva ou
negativamente a resposta imune *’.

Um dos fatores determinantes do estado nutricional em pacientes com
alteracdo digestiva na doenca de Chagas é o proprio comprometimento do trato
digestivo. No megaes6fago e no megacolon, sdo comuns a disfagia progressiva,
regurgitacdo, anorexia, distensdo abdominal e odinofagia, fatores que levam a

reducdo da ingestao alimentar e consequente desnutricdo protéico-calorica 38,39
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Penhavel et al. verificaram que mais de 60% dos 27 pacientes com

megaesdfago tinham desnutricdo protéico-energética do tipo marasmatica. O
marasmo é a forma predominante da desnutricdo protéico energética e ocorre
guando a ingestdo de energia € insuficiente para suprir a demanda organica. Como
consequéncia, o individuo pode apresentar diminuicéo cronica de peso, crescimento
deficitario, atrofia muscular e niveis de albumina sérica (importante indicador do
estado nutricional) praticamente inalterados, tendo sua queda detectada tardiamente
4041 "Em alguns estudos, tem sido observada predominantemente a auséncia de
alteracbes dos niveis de albumina e outras proteinas séricas na infec¢éo pelo T.
cruzi. 303942,

As deficiéncias de macro e de micronutrientes na infecgcdo acabam por
coexistir na maioria dos casos, e levam mutuamente a efeitos clinicos prejudiciais.
Os micronutrientes, em especial aqueles com atividade antioxidante, podem modular
a funcdo imune e influenciar a susceptibilidade do hospedeiro & infeccdo **. Souza et
al.** demonstraram que a deficiéncia nutricional de selénio esta associada & maior
mortalidade durante a infeccdo experimental pelo T.cruzi e concluiram que o
potencial efeito benéfico da suplementacdo de selénio poderia ser uma estratégia
futura de tratamento. Esta também foi a conclusdo de trabalhos focados em dano
muscular cardiaco *° e esquelético “°.

A alteracdo de micronutrientes também foi encontrada por Matousek et al.*’,
gue avaliaram os niveis de elementos tracos essenciais (Fe, Cu e Zn) durante a
infeccdo pela cepa Y do T. cruzi e encontraram reducdo nos niveis séricos de Fe e
Zn, e aumento dos niveis de Cu. Igualmente, Burguera e cols. *® verificaram que os
niveis séricos de Zn e de Fe apresentavam uma tendéncia de reducdo em pacientes
com doenca de Chagas, enquanto os niveis de Cu se encontravam aumentados.
Deficiéncia de micronutrientes (vitaminas A, E, C e B2, de zinco e carotendides)
também foi relatada entre pacientes idosos hospitalizados com megaeséfago em
estudo de Vannucchi et al.**.

Apesar de varios trabalhos sugerirem que a deficiéncia nutricional de macro e
micronutriente exerca efeito direto sobre a infec¢do pelo T. cruzi, deve-se ressaltar
gue o habito alimentar da populacdo vem sofrendo grandes transformacdes ao longo
dos anos. A modernizagdo, a urbanizagdo, o ritmo acelerado de vida, a falta de

tempo e a grande demanda de produtos industrializados convergiram em um padrao
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dietético inadequado e consequente reflexo no estado nutricional da populacdo em
todas as faixas etarias > °*,

O processo de transicdo epidemiolégica e nutricional culminou em um novo
padrdo. Dados epidemiolégicos revelaram que ha algumas décadas a populacéo
brasileira apresentava um perfil epidemiolégico nutricional caracterizado, sobretudo,
pelas doencas carenciais como desnutricdo protéico-energética, hipovitaminose A,
anemia ferropriva, entre outras, que estavam associadas as condi¢fes de fome e
pobreza. Hoje, doencas como a obesidade, o diabetes, as dislipidemias, e as
doencas cardiovasculares se superpéem ao perfil epidemioldgico anterior. Entdo, no
atual panorama brasileiro observa-se a evolugéo da desnutricdo, com permanéncia
das caréncias de micronutrientes associadas ao avan¢o do sobrepeso/ obesidade e
todos os seus agravos 2. Nesse contexto a doenca de Chagas tem acometido tanto
individuos com caréncia nutricional e baixo peso, assim como individuos com
sobrepeso e obesidade. Consequentemente, pacientes infectados também sé&o
susceptiveis ao desenvolvimento de comorbidades, tais como as doencas
cardiovasculares, obesidade, diabetes mellitus, o que poderia interferir direta ou
indiretamente na evolucdo e gravidade da doenca de Chagas.

Geraix et al.>®

observaram a alta prevaléncia de comorbidades e de fatores de
risco para o desenvolvimento de doengas crénicas ndo transmissiveis em individuos
com doenca de Chagas. Segundo os autores, a circunferéncia da cintura aumentada
e falta de atividade fisica contribuiriam para alteracdes clinicas e nutricionais e
consequente agravo desta doenca, uma vez que poderiam provocar alteracdes
cardiovasculares. Assim como as formas mais graves da cardiopatia ocorreriam
mais frequentemente em chagasicos hipertensos comparados aos nao hipertensos
54,55.

Considerando que o estado nutricional € um dos principais moduladores da
resposta imune, sendo diretamente influenciado pela infec¢cdo, assim como tem
importante funcdo na determinacdo do risco e do prognéstico de doencas

infecciosas 56,57,58,59,60,61,62

, € crucial o estabelecimento de estratégias para a
manutencdo do equilibrio nutricional. Cabe novamente aqui ressaltar que a
fisiopatologia da doenca de Chagas repousa no desequilibrio entre os mecanismos
homeostéaticos que controlam sinérgica e cronicamente a carga parasitaria e a
resposta inflamatéria, e que alteracbes no padrdo imunitario estardo sempre

relacionadas a maior grau de desequilibrio na delicada relacdo entre esses dois
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114 Neste aspecto o habito alimentar, o

componentes da infeccdo e da doenca
estado nutricional e a modulacdo dietética podem interferir sobre o processo de
infeccdo pelo T. cruzi além de exercer influéncia sobre os indicadores do estado

geral de salide, dentre eles, os parametros clinicos °3046°66:67.68,69.70.71,72,73

Suplementacao de substéancias bioativas, macro e micronutrientes isolados

Em relacdo a suplementacdo de substancias bioativas, macro e
micronutrientes isolados na modulacéo e tratamento da doenca de Chagas, tem sido
mostrado que o0 uso de suplementos nutricionais baseados em micronutrientes
(vitaminas e minerais) com funcdo antioxidante pode ser uma importante estratégia
no combate ao estresse oxidativo causado pela infec¢do por T. cruzi. Em nossa
revisdo, 100% dos trabalhos captados eram experimentais e mais de 50%
abordaram a suplementacdo de minerais. Verificou-se o predominio de trabalhos
gue investigaram o efeito da suplementacdo de micronutrientes (ferro, zinco, selénio
e vitamina C) na evolucéo da infeccdo pelo T. cruzi. Chama a atencao o predominio
de trabalhos experimentais e a auséncia de estudos clinicos dessa natureza. A via
de suplementacao predominante foi a oral.

O estresse oxidativo € comum em processos inflamatérios de muitas
doencas, incluindo a doenca de Chagas, caracterizada por inflamacéo crénica. O
aumento do estresse oxidativo esta associado com a progressdo da gravidade da
doenca """ O uso farmacoldgico de agentes antioxidantes na doenca de Chagas
poderia ser eficaz para o tratamento e a ndo progress&o da doenca’”’.

Dentre os fatores relacionados ao beneficio do uso farmacolégico de
antioxidantes na doenca de Chagas se destacam as alteracoes séricas observadas
nesta doenca, conforme ja descrito. Apesar dos possiveis beneficios ressalta-se que
a suplementacdo deve ser controlada uma vez que seu efeito pode estar
estritamente relacionado a sua caréncia. Alguns trabalhos apontaram que excesso
de micronutrientes pode levar a resultados contrarios ao esperado, inclusive, com
potencial aumento dos valores da parasitemia, assim, considerando a especificidade
da necessidade nutricional do patégeno, a caréncia nutricional no hospedeiro
poderia influenciar na reducéo de proliferacdo do parasita ‘79,

Em relacdo ao oligoelemento zinco, os trabalhos mostraram beneficios em

seu uso suplementar, enquanto a sua deficiéncia afeta o curso da infeccao
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podendo, inclusive, facilitar a proliferacdo do T. cruzi , com piora no prognostico da

doen(;a 80,81,82

O zinco é um micronutriente essencial e tem efeito significativo no
desenvolvimento humano e na func&o imunolégica **. O beneficio na suplementacéo
do zinco pode ter relacdo com o estado nutricional deficiente nesse oligoelemento
que, como ja citado, tende a estar baixo na infec¢édo pelo T. cruzi.

Outro oligoelemento muito importante no curso da infeccdo e que tem sido
investigado € o selénio. Ha indicios de seu baixo nivel sérico na cardiomiopatia
chagéasica®. A diminuicdo desse mineral em pacientes parece inclusive ser um
marcador bioldgico relacionado com a progressdo da doenca ‘°. Souza et al. ”’
observaram em seu estudo com camundongos que o tratamento com selénio evitava
0 aumento da camara do ventriculo direito e, portanto, poderia ser proposta como
uma terapia adjuvante para alteracfes cardiacas ja estabelecidas em funcdo da
infecgéo pelo T. cruzi.

Alguns trabalhos tém proposto que a suplementacdo de vitamina C possa
reduzir os danos oxidativos causados no hospedeiro pela doenca de Chagas, assim
como ter efeito oposto, ja que o T. cruzi pode se utilizar das peroxiredoxinas
dependentes de ascorbato para se proteger da acdo imune .

Em relacdo aos principais resultados, observou-se que foi predominante o
beneficio de maddulos nutricionais sobre a regulacdo da resposta imune do
hospedeiro contra o parasita. No entanto, alguns trabalhos demonstraram que a
suplementacdo pode aumentar a parasitemia além de ndo influenciar no estado
geral do animal. Nesse contexto, fatores relacionados a forma quimica do
suplemento a ser usado assim como O tipo de cepa avaliada se constituem
provaveis elementos influentes sobre a evolucéo da doenca infecciosa 8%,

O uso combinado de suplementos vitaminicos e minerais também pode se
tornar um problema quando a sua estrutura quimica nao esta adequada, gerando
interacdo entre os nutrientes da formulacdo. Além disso, produzir suplementos tem
um alto custo que é repassado ao consumidor. Nesse contexto o uso de compostos
(bioativos) com caracteristicas funcionais encontrados naturalmente em alimentos
pode ser uma estratégia barata, segura e facil a ser aplicada em individuos
infectados pelo T. cruzi.

Além disso, tem sido sugerida vantagem no uso de matrizes dietéticas
integrais, especialmente em doencgas cronicas ndo transmissiveis 2l uma vez que os

compostos presentes nos alimentos tém a capacidade de interagir sinergicamente,
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beneficio esse que ndo pode ser reproduzido com o0 uso de suplementos isolados.
Um aspecto interessante a destacar € que, ainda em relagcéo ao uso de suplementos
ou méddulos nutricionais, ndo foram encontrados trabalhos que relatassem o uso de
fibras isoladas como adjuvante no tratamento da doenca.

Deve-se ressaltar que o tratamento do megacolon chagasico € considerado
eminentemente cirdrgico, sendo passivel de complica¢cbes de diferentes gravidades.
O tratamento clinico é paliativo, sendo recomendado nos casos em que a cirurgia
esta contraindicada. A escolha do tratamento clinico ou cirargico dependera de
fatores como relevancia da constipacdo, estado nutricional, condicdo clinica e
presenca de comorbidades, como cardiopatia.

Dentre outras recomendacdes, o Consenso Brasileiro de doenca de Chagas™®
sugere como tratamento clinico para o megacolon a alteracdo da dieta habitual, a
restricdo de alimentos constipantes, abundante ingestdo de agua e de alimentos que
favoregam o funcionamento intestinal, medicamentos laxativos e lavagem intestinal.

O tratamento clinico convencional nem sempre é satisfatério sendo
necessario o uso de terapias alternativas ou tratamentos adjuvantes para melhoria
da funcéo intestinal do paciente. Nesse ambito, uma dieta habitual rica em fibras
alimentares e antioxidantes poderia ser benéfica. Entretanto, muitas vezes a
populacdo ndo tem acesso a seus alimentos fontes devido a falta de conhecimento,
localizac&o geografica e em alguns casos, ao custo. Surge dai a necessidade de se
utilizar os subprodutos provenientes de matérias-primas regionais.

A investigacdo de compostos quimicos presentes em subprodutos e a sua
aplicacdo em doencas, especialmente aquelas predominantes na populacdo de
baixa renda, beneficia a todos, pois 0 uso destas substancias naturais € uma
alternativa para quem quer ter qualidade de vida e uma alimentacdo saudavel assim
como ter uma opcéao de tratamento mais econdémico e seguro.

Ainda € nulo o numero de publicacbes que abordam o uso exclusivo da
dietoterapia aplicada a doenca de Chagas. Atualmente nosso grupo de pesquisa tem
investigado experimentalmente o uso de matrizes dietéticas integrais na modulagéo

e tratamento da infeccao pelo T. cruzi.

Concluséao
Diante desses resultados, pode-se destacar que ha relevancia de se estudar

novas alternativas nutricionais para o tratamento da doenca de Chagas. A
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dietoterapia parece nao fazer parte ainda do quadro de possibilidades de tratamento
da doenca em questdo. Os estudos apresentados optaram predominantemente por
investigar agdo isolada de substancias nutricionalmente ativas sobre o curso da
infeccdo pelo T. cruzi, além de investigar a influéncia do estado nutricional sobre o
processo infeccioso.

A lacuna existente sobre a dietoterapia aplicada a doenca de Chagas indica a
necessidade de se desenvolver estudos nesse campo, assim como métodos
investigativos apropriados para tal perspectiva. De fato, o uso de matrizes dietéticas
integrais na doenca de Chagas € uma area carente de informacfes, necessitando
ser explorada pelos pesquisadores.

A terapéutica dietética com uso de alimentos tradicionalmente consumidos
assim como seus subprodutos podera se constituir um novo pilar para o tratamento
de doencas dessa natureza pela sua facilidade de acesso e por ser um objeto
estratégico do governo para implementar politicas publicas. Desta forma, a
dietoterapia embasada em alimentos tradicionais e de facil acesso se justificaria,
principalmente quando aplicada a enfermidades que ameacam e acometem
populacdes socialmente excluidas, como € o caso da doenca de Chagas. Essa
terapéutica poderia, entdo, se constituir um novo pilar para o tratamento de doencas
dessa natureza pela sua facilidade de acesso e por ser um objeto estratégico do

governo para implementar politicas publicas.
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Resumo

Toneladas de alimentos sao desperdicadas anualmente em todo o mundo, levando a
grandes perdas econdmicas assim como grave impacto sobre os recursos naturais.
O desperdicio pode ser reduzido com a utilizacdo de subproduos de origem vegetal
provenientes da agroindustria, notadamente a partir de talos, cascas e sementes.
Estudos tém mostrado que, além da equivaléncia nutricional e do alto teor de fibras,
oS subprodutos podem ter atividade antioxidante mais elevada do que partes
habitualmente consumidas. Nesse contexto, esse tipo de matéria-prima poderia ser
usada na producdo de alimentos com propriedades funcionais. Entretanto, o uso
racional dos subprodutos pela industria e pela sociedade ainda é uma barreira,
considerando questdes culturais e técnicas. Imposi¢cdes sociais levaram a selecdo
de partes especificas de determinados alimentos em detrimento a outras, reduzindo
a aceitacao desse tipo de alimento. Devido a falta de conhecimento especifico em
relagdo a questdes técnicas, e seguindo tendéncias mundiais, o Brasil tem elevado
desperdicio que ocorre na etapa de poés-colheita, processos de distribuicdo e
comercializacdo, assim como no processamento. Existe a viabilidade do
enriguecimento e comercializagcdo de alimentos funcionais, como subprodutos;
entretanto sdo restritos os trabalhos que vao desde a escala laboratorial aos pontos
de venda. O uso inteligente de residuos da agroindustria pode ser uma alternativa
no que diz respeito a politica econémica e ambiental, em fungéo de sua diversidade
de aplicacdo como promissoras fontes de compostos funcionais, especialmente no
ramo alimentar. Dessa forma, o trabalho propde, por meio de revisdo da literatura,
explorar o atual cenario sobre o destino de subprodutos de origem vegetal, seu
potencial uso como matéria-prima funcional, assim como as questdes ambientais e
culturais envolvidas em seu uso.

Palavras - chave: Subprodutos; Alimento funcional; Habito alimentar, Meio ambiente.
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Introducao

Segundo recente relatério da Food and Agriculture Organization of the United
Nations (FAO, 2013), 1,3 bilhdes de toneladas de alimentos sdo desperdicados
anualmente no mundo, resultando em grandes perdas econdmicas e contrariando a
politica de sustentabilidade ambiental. As consequéncias econdmicas do
desperdicio alimentar chegam a atingir o montante de 750 bilhdes de ddlares por
ano. A reducdo do desperdicio seria uma forma de alimentar mais pessoas e
também de contribuir para o meio ambiente, através de um sistema sustentavel e do
uso consciente do alimento.

O consumo de subprodutos pela populacédo ainda é um desafio devido a falta
de conhecimento sobre seus beneficios e preparo. A aplicacdo de subprodutos para
elaboracdo de novos alimentos também € um desafio para o setor agroalimentar
(CHIOCCHETTI et al, 2013), uma vez gque, nesse setor, sdo inUmeros 0s residuos
produzidos e rejeitados com teores significativos de fibras alimentares e compostos
bioativos que conferem beneficios a saude humana (CAETANO et al.2009;
EVANGELISTA, 2000). Assim, esses produtos oriundos da agroindustria poderiam
se constituir em importantes matrizes para elaboracdo de alimentos com
propriedade funcional.

Os alimentos funcionais contém substancias que comprovadamente trazem
beneficio a saude (ZADIK, 2010; SCHWARTZ, 2014). Ressalta-se que 0 uso
habitual de alimentos funcionais tem sido associado com a reducdo do risco de
doencas crbnicas ndo transmissiveis (PIMENTEL et al. 2005; MOHAMED, 2014).
Diante do exposto, o trabalho propde, por meio de revisdo da literatura, e
enfatizando dados relativos ao Brasil, explorar o atual cenario sobre o destino de
subprodutos de origem vegetal, seu potencial uso como matéria-prima funcional,
assim como as questdes ambientais e culturais envolvidas em seu uso.

Para essa abordagem temaética, realizamos buscas textuais na literatura
cientifica, nas bases Portal de Periddicos Capes (CAPES), Scientifc Eletronic Base
Library Online (SciELO), Science Direct, Google Académico, PubMed e Bancos de
teses e dissertacbes brasileiras. Consultamos também  sites institucionais e
governamentais, ligados a regulamentagcdo da produgcédo e consumo de alimentos -
Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO), CODEX Alimentarius
e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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A busca nas bases supracitadas foi realizada através das seguintes palavras-
chave: alimentos funcionais; subprodutos; compostos bioativos; fibras alimentares;
industria de alimentos; hébito alimentar; talos; casca; semente; subprodutos
vegetais; alimentos alternativos; desperdicio de alimentos, meio ambiente. Esses
termos foram usados associados e/ ou isolados, em portugués ou com as
respectivas versées em inglés e espanhol. Foram incluidos na revisdo todos os
trabalhos que, a leitura do titulo e do resumo, apresentavam as abordagens do
consumo de subprodutos como alimentos funcionais, bem como as suas aplicacdes
industriais e uso popular, além de questdes envolvidas no desperdicio de alimentos
como o impacto sobre o ambiente e cultura de uso. A busca foi realizada entre

janeiro e fevereiro de 2014.

Referencial teorico
Desperdicio de alimentos no Brasil e no mundo

O desperdicio de alimentos € um grave problema da atualidade enfrentado pela
agricultura mundial sendo determinada principalmente por fatores tecnoldgicos,
econdmicos e socioculturais. Entende-se por desperdicio de alimentos o descarte ou
inutilizagdo de qualquer substéncia alimentar, levando a uma redugdo do
fornecimento de alimento comestivel na cadeia de abastecimento (FAO, 2011).
Estima-se que até cinquenta por cento dos alimentos produzidos em paises
desenvolvidos sdo desperdicados ao longo da cadeia de abastecimento (KOSSEVA,
2013).

O desperdicio de alimentos ocorre nas fases de producdo, pdés-colheita e
processamento na cadeia de abastecimento alimentar (PARFITT et al., 2010). As
causas relacionadas as perdas sdo variaveis e podem estar relacionados a cultura
local, por se recusar a usar determinada parte de um alimento; as estratégias
politico-econdmicas ao optar pela producdo de bioenergia; assim como a propria
caracteristica do alimento quando vulneravel as condi¢cbes climaticas, a acdo de
pragas e outros agentes bioldgicos que favorecem a sua deterioracdo (PARFITT et
al., 2010).

De acordo com o estudo publicado pela FAO (2013), as perdas de alimentos
nos paises industrializados séo tdo elevadas como nos paises em desenvolvimento.

Entretanto, nestes Ultimos mais de 40% das perdas de alimentos ocorrem em fases
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pos-colheita e processamento, enquanto que nos paises industrializados, ocorre no
varejo e consumo.

Seguindo esta tendéncia, o Brasil ocupa uma posicéo de destaque na producao
mundial e local de alimentos, mas com elevado desperdicio na etapa de pos-
colheita, que envolve a distribuicdo e comercializa¢do, assim como o processamento
(IBGE, 2010, RORIZ, 2012, EMBRAPA, 2012). No Brasil, se produz 140 milhdes de
toneladas de alimentos por ano e em contrapartida, tem-se um desperdicio que
ultrapassa mais de 10 toneladas/dia de produtos hortifruticolas (GODIM et al., 2005;
EMBRAPA, 2012).

Entre as principais causas de perdas em produtos nacionais hortifruticolas
estdo os manuseios inadequados no campo, embalagens improprias, transporte
ineficiente, auséncia da cadeia de frio e contaminacéo. Storck et al. (2013) relataram
gue, de cada 100 caixas de produtos agricolas colhidos, apenas 61 chegam a mesa
do consumidor, sendo 60% do lixo urbano produzido de origem alimentar.

O uso racional de residuos e subprodutos agroindustriais poderia minimizar a
poluicdo ambiental, além de agregar valor nutricional aos alimentos produzidos a
partir deles, reduzindo custos e aumentando a sustentabilidade da cadeia alimentar
(CHIOCCHETTI, 2013). Além disso, os subprodutos de origem vegetal séo ricos em
nutrientes, especialmente fibras alimentares e compostos bioativos que por sua vez,

sdo encontrados em abundancia nos alimentos funcionais (PIMENTEL et al, 2005).

Alimentos funcionais

Os alimentos funcionais sdo alimentos ou ingredientes que, além de seu valor
nutricional, contém em sua composi¢cdo alguma substancia biologicamente ativa
que, ao ser adicionado a uma dieta usual, e sem supervisdo meédica, promovem
benéficos a saude (KWAK e JUKES, 2001). Nos ultimos anos, tem crescido o
interesse por esses alimentos, tanto pela populacdo (IKEDA et al., 2010; NIELSEN,
2012) como pela comunidade cientifica, Uma busca no PubMed com o termo
“functional food” mostra trés décadas de poucos estudos no final do século XX e
uma explosdo da producdo bibliografica desde o ano 2000, com um crescimento
exponencial a partir de 2010 (Figura 1), num total de 1945 referéncias. O Conselho

Internacional para Informagéo Alimentar (International Food Information Council)
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sistematiza exemplos de alimentos funcionais e de seus beneficios, como

apresentado no Quadro 1.

Mumero de referéncias
400

300 r

200 frJ
100

T
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Figura 1: Namero de referéncias encontradas na busca por “functional food”

na base bibliogréfica PudMed (nttp://mww.ncbi.nm.nih.gov/pubmed/. Acesso 29 jan 2014)

N&o ha uma definicdo universal para o termo “alimento funcional”, sendo ainda
um desafio a abordagem regulatéria sobre esse tipo de alimento (KWAK e JUKES,
2001; STRINGHETA et al., 2007). A legislagao brasileira, por exemplo, ndo define
alimento funcional e sim através de resolucbes e portarias especificas define
“alegagcao de propriedade funcional” e “alegacdo de propriedade de saude”. Esta
legislacdo, além de estabelecer as diretrizes para a utilizacdo e condi¢cdes de
registro para os alimentos com alegacédo de propriedade funcional e/ou de saude,
inclui também as normativas para a sua rotulagem (ANVISA, 1999 abcde; ANVISA,
2000; ANVISA, 2002; ANVISA 2005 abc; ANVISA 2008; ANVISA, 2011).
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Quadro 1: Exemplos de componentes de alimentos funcionais

Grupo

Componentes
funcionais

Fontes

Beneficios potenciais

Carotenoides

Alfa-caroteno/ Beta-

Frutas, vegetais

Neutralizar radicais livres que

caroteno podem causar danos as células
Luteina Vegetais verdes Reduzir o risco de degeneracgéo
macular na retina
Licopeno Produtos de tomate Reduzir o risco de cancer de

(molhos)

préstata

Fibra
Alimentar

Fibra Insolavel

Farelo de trigo

Reduzir o risco de cancer de
mama ou de colo

Beta-Glucana
Fibra soltvel

Aveia, cevada
Psyllium

Reduzir LDL e colesterol total;
reduzir o risco de doenca
cardiovascular; proteger contra
doenca cardiaca e de certos tipos
de cancer

Acidos Graxos

Acidos graxos de cadeia
longa omega-3 -
DHA/EPA

Salmao e outros
peixes oleosos

Reduzir o risco de doenga
cardiovascular; melhorar fungdes
mentais e visuais;

Acido linoleico conjugado

Queijo, produtos

Melhorar a composi¢éo corporal;

(CLA) carneos diminuir o risco de certos tipos de
cancer
Compostos Antocianidinas Frutas Neutralizar radicais livres, reduzir
fendlicos Catequinas Chéa risco de cancer
Flavononas Citricos
Flavonas Frutas/vegetais
Lignanas Linho, centeio, Prevenir cancer e insuficiéncia
legumes renal
Taninos Cranberry e seus Reducéo de risco de doenca
(proantocianidinas) produtos, cacau e cardiaca
produtos
Esterois Esteres de fitosterol Milho, soja, trigo, Reducéo de colesterol pela
vegetais oleo vegetal inibicdo de sua absor¢éo

Prébioticos/
Probi6ticos

Fruto-oligosacarideos
(FOS)
Lactobacilos

Alcachofras de
Jerusalém,
cebolinha, cebola
em po
logurte, outros
laticinios

Melhorar a qualidade da
microflora intestinal; satde
gastrointestinal

Fito-estrogénios
de soja

Isoflavonas: daidzeina
genisteina

Soja e alimentos a
base de soja

Reduzir LDL e colesterol total ;
melhorar sintomas da
menopausa, como ondas de
calor; proteger contra doencas
cardiacas e alguns tipos de
cancer,;

(traduzido e adaptado de International Food Information Council; www.ific.us.

Data de acesso 20 de jan 2014)
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http://www.ific.us/

Devido as suas propriedades, ha interesse crescente pelos alimentos
funcionais tanto por parte da industria, como pelos consumidores. Se por um lado,
existem consumidores mais preocupados com alimentacdo e saude, por outro,
observa-se 0 aumento das doengas cronicas ndo transmissiveis que poderiam ser
tratadas com esses alimentos (IKEDA et al., 2010; BORNKESSEL et al., 2014). E
crescente numero de pesquisas e publicacbes comprovando o beneficio desses
alimentos (Quadro 1). Mohamed (2014) sugere a possibilidade do uso de terapias
ndo farmacoldgicas que incluem o uso dos alimentos funcionais.

Os alimentos funcionais tém-se destacado nas gondolas do mercado devido ao
seu crescente apelo de consumo, ganhando destaque nos meios de comunicacéo
(KAPSAK et al, 2011; NIELSEN, 2012).

A lista de alimentos funcionais comercializados no Brasil € abrangente,
englobando alimentos processados e modificados industrialmente (RODRIGUEZ et
al., 2003; RAUD, 2008). A legislacéo vigente diz que para ser considerado funcional,
um alimento deve conter compostos ativos com propriedades funcionais, com
destaque para: acidos graxos poli-insaturados da série n-3, carotendides, fibras
alimentares, fitosterdéis, polidis, probiéticos e proteina de soja (ANVISA, 2008;
ANVISA 2009). Segundo Rodriguez et al., (2003) a transformacado para um alimento
funcional pode ocorrer: (i) ao se eliminar algum componente nocivo (alérgico,
gordura saturada), (ii) através da fortificacdo com nutrientes (minerais, vitaminas,
fibras e calcio), assim como (iii) pela substituicdo de um composto prejudicial por
outro saudavel (gordura por inulina, leites desnatados com &cidos graxos poli-
insaturados da série n-3 6mega-3).

Salles (2013) fez um levantamento de produtos registrados no Brasil com
alegacao funcional e verificou o predominio de produtos de panificacdo, cereais em
flocos e em barra, bebidas, creme vegetal e 6leos. De acordo com a ANVISA, o
produto que estiver registrado na categoria de alimentos com alegacao funcional
e/ou de saude deve apresentar a alegacdo conforme lista de alegacdes aprovadas.
Para se obter o registro de um alimento com alegacédo funcional € necessario
avaliar criteriosamente o0s estudos cientificos e comprovar o uso tradicional,
observado na populacdo sem associacdo de danos a saude (ANVISA 1999e;
PIMENTEL, 2005; COLLI et al., 2014). A complexidade dessas etapas pode induzir a
colocacao de alimentos no mercado sem acao comprovada cientificamente.
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Devido a flexibilidade regulamentar que pode se encaixar nesses critérios, a
producdo de alimentos com propriedades funcionais pode ser simplificada, através
do uso integral de matéria prima vegetal, regional, naturalmente rica em fibras
dietéticas e em compostos bioativos. Ha indicios de que boa parte dos subprodutos
pode ser considerada como ingredientes funcionais podendo assim ser aplicada no

desenvolvimento de alimentos com propriedade funcional (MAIA, 2007).

Uso de subprodutos como alimentos funcionais

Os residuos sao gerados na industria alimenticia, sendo parte da matéria-prima
nao utilizada no processamento do produto principal (EVANGELITA 2000). Os
subprodutos oriundos de residuos da agroindustria tém sido estudados e aplicados
para elaboracdo de novos produtos alimenticios. Trata-se aqui de talos, cascas e
sementes descartadas na preparacdo industrial de sucos e de concentrados de
polpas de frutas e outros produtos vegetais. Ainda séo restritos os trabalhos que
ressaltam o potencial da utilizacdo de residuos agroindustriais na elaboragdo de
novos ingredientes para o0 enriguecimento de alimentos com potencial
mercadolégico (RODRIGUES, 2010).

A regulamentacdo do uso e aplicacdo de subprodutos para formular alimentos
com alegacdo de propriedade funcional requer mais estudos e andlises, uma vez
que os alimentos funcionais devem trazer beneficios a saude, ser viaveis e nédo
apresentar qualquer risco quando adicionados ou utilizados em niveis muito
superiores aos atualmente observados em alimentos que compdem uma dieta
regular (ANVISA, 1999c). Nesse ambito, determinados subprodutos vegetais como
cascas e sementes poderiam ser classificados como novos alimentos ou novos
ingredientes, assim como ter alegacdo de propriedade funcional, devido a
possibilidade que os mesmos tém em fornecer fibras, flavonoides e carotenoides.

Alguns trabalhos vém mostrando a viabilidade da aplicagdo de subprodutos e
residuos da agroindustria com a finalidade de agregar valor a alimentacdo humana
assim como seus efeitos metabdlicos e fisiologicos (SILVA et al., 2009; PREEDY et
al.,, 2011; MIRABELLA et al. 2014). Entretanto, ainda é limitado o numero de
produtos aprovados e comercializados com alegacéo de funcionalidade que tenham
em sua formulacdo subprodutos vegetais, como € 0 caso de alguns cereais

adicionados de farelos de trigo e aveia. Essa conclusdo deriva da analise da
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Quadro 2, aplicada ao caso do Brasil, onde as principais categorias de alimentos
funcionais comercializados sdo os produtos lacteos, de panificacdo, margarinas,
cereais matinais e produtos com fibras (IKEDA et al., 2010; FOOD STAFF, 2012).

Os farelos parecem ser 0s subprodutos mais usados na producéo de alimentos
funcionais comercializados. A maioria das substancias com propriedade funcional
adicionada aos alimentos industrializados ndo € produzida no Brasil sendo
importada e usada na forma de modulos purificados em adi¢éo ao produto (PEREZ
e SANCHEZ, 2001; SOUZA, 2008; GIANEZINI, 2012; SALLES, 2013; YAGINUMA,
2007; RACT e GIOIELLI, 2008). O processo de elaboracao desse tipo de alimento é
dispendioso e por isso, os alimentos funcionais disponiveis hoje no mercado

brasileiro tém um elevado valor comercial, 0 que reduz o seu acesso a populagao.

Quadro 2: Principais marcas de produtos funcionais comercializados no Brasil

Principal matéria- prima

Marca Produto : Obtencéo
funcional
Quaker Farelo de Aveia Farelo de aveia Obtido da
Oat Bran moagem do grao
de aveia
AdeS Bebida a base Extrato de soja Obtido a partir da
de soja moagem dos
graos de soja com
agua
Becel Creme vegetal Fitoesterois Extraidos de 6leos
vegetais
Molico Leite em po Fibra solavel (dextrina Obtida por sintese
Molico Actifibras resistente em po) guimica e
enzimatica de
amidos
Nutren Nutren Active Maltodextrina, Séo produzidos a
frutooligossacarideos partir da sacarose
através de
enzimas
Inulina Extraida da

alcachofra de
Jerusalém e de
chicoria

(dados compilados de rétulos dos produtos, sites das empresas e trabalhos cientificos. Acesso 30 Jan 2014)
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Observamos neste trabalho que o nimero de estudos cientificos avaliando o
uso de subprodutos para melhorar as caracteristicas de um produto final vem
aumentando. Entretanto, estudos de viabilidade de aplicacdo tecnoldgica de
subprodutos vegetais que abrangem etapas pré-comerciais até o seu langamento no
mercado ainda sdo escassos.

A triagem de subprodutos com potencial funcional e mercadolégico poderia
partir de uma analise mais detalhada dos produtos vegetais regional, com maior
fator de correcdo e consequentemente, maior desperdicio. Algumas frutas e
verduras chegam a apresentar perdas superiores a 50%, entre casca, folha, caroco,
talos e bagaco (ORNELLAS, 2001).

A andlise de viabilidade do aproveitamento de subprodutos deve levar em
conta, dentre outros fatores, o volume da matéria prima processada pela inddstria,
sua localizacao regional e a quantidade de residuo gerado a partir dessa matéria-
prima. O levantamento de dados sobre os setores da agroindustria que mais geram
residuos, assim como a estratégia de fluxo de transporte até a planta processadora
s&o fundamentais, considerando que os residuos gerados sdo pereciveis (PEREZ e
SANCHES, 2001). De acordo com Waszczynskyj et al (2001), no Brasil, séo
descartados aproximadamente 250.000 kg de residuos agroindustriais em apenas
uma fabrica de desidratados. Residuos esses que podem ser tratados e vendidos
como farinhas de alto valor de fibras alimentares. O Quadro 3 mostra o residuo

vegetal descartado pela industria alimenticia.

Quadro 3: Residuo vegetal descartado pela inddstria alimenticia

Residuo Disponibilidade anual estimada (kg)
Ponta de abobrinha 18.000
Pimentéo (centro e sementes) 35.000
Talo e repolho 33.000
Casca de abobora 90.000
Talo de salsa 22.500

Fonte: Waszczynskyj et al (2001)
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Além dos alimentos citados no Quadro 3, Waszczynskyj et al (2001) fazem
referéncia ao desperdicio de talos de espinafre, sementes de mac¢é e sementes de
abobora. A semente de abdbora é um exemplo de produto com potencial funcional
e mercadologico visto que trabalhos em escala laboratorial com essas sementes tém
demonstrado seus beneficios a saude (CERQUEIRA, 2006; SILVA, 2012), sendo
também encontradas, ainda que restritamente, em pontos de venda especializados,
na forma de aperitivos (torrada e salgada) e como fonte de 6leo vegetal.

No Brasil, com o crescimento do setor de produtos minimamente processados,
a disponibilidade de residuos vegetais sO0 tende a aumentar (CEASA, 2006;
SANTOS, 2012). Vale destacar que um dos principais obstaculos enfrentados pela
industria de processamento minimo de frutas e hortalicas se deve justamente a
significativa quantidade de residuos organicos que sao gerados. Portanto, agregar
valor a esses produtos é de interesse econdmico e ambiental (SOUSA, 2011).
Assim, é fundamental o investimento em pesquisa e desenvolvimento para gerar
conhecimento e inovacao nessa area (WASZCZYNSKYJ et al., 2001; RODRIGUES,

2010).

O uso de potenciais subprodutos funcionais no contexto social e ambiental

A alimentacdo, em cada sociedade, € um ato de cultura construido
historicamente. A alimentacdo humana ndo é uma necessidade meramente
bioldgica, estando inserida no complexo biopsicossociocultural (PRADO et al.,
2013). Além das questdes histéricas e culturais, existem questdes contemporaneas
relacionadas a escolha do alimento, dentre essas questdes tém-se a preocupacao
com a saude e o equilibrio (Proenca, 2010). A crescente preocupacao da populacdo
com a saude e o bem-estar tem estimulado o consumo dos chamados alimentos
diferenciados, com destaque para os alimentos funcionais. Provavelmente, por essa
tendéncia € que o mercado de alimentos funcionais vem crescendo nos ultimos
anos, e as grandes empresas multinacionais do setor parecem perceber o grande
potencial de consumidores dispostos a pagar por esse tipo de alimento que teria o
poder de “curar”.

Dados da Nielsen (2012) constataram que o0s entrevistados ao redor do
mundo sdo predominantemente céticos em relacao a precisao e credibilidade destas

alegacdes de “saudabilidade”. A grande maioria dos entrevistados acredita que as

134



alegacgfes nutricionais sdo nunca ou apenas as vezes confiaveis. De modo geral, 0s
consumidores latino-americanos indicam ter mais confiangca nas alegacbes de
“saudabilidade” impressas nas embalagens. Na América Latina, em especial, o
mercado de alimentos funcionais dependera do nivel de informacdo e de renda da
populacao, e da credibilidade dos produtos ofertados (LAJOLO, 2002; IKEDA, 2010).

Apesar de o custo mercadolégico de alimentos funcionais ser alto, o seu uso
em paises em desenvolvimento vem crescendo. No Brasil houve na ultima década
uma grande evolucdo no mercado de alimentos funcionais (ABIA, 2009; LEITE,
2011).

Ikeda (2010) mostra em seu trabalho que ja ha atualmente uma grande base de
consumidores dispostos a consumir com maior frequéncia esses produtos, fazendo
parte da alimentacdo diaria. Além disso, o crescimento e o desenvolvimento do
mercado de alimentos funcionais apresentam caracteristicas que vao desde a
necessidade de uma comunicacdo eficiente e honesta com o consumidor até a
necessidade de apoio cientifico, que prove os beneficios alegados, justificando o
preco diferenciado destes produtos.

Sabe-se que o consumidor é a peca chave no cendario da aceitacdo de
alimentos funcionais. Dados mostram que mais de 40% dos consumidores
brasileiros da classe A e B tém a sua escolha alimentar baseada na relacdo que os
mesmos tém com a saude. Ressalta-se que o consumo de alimentos funcionais
entre a classe C também vem se expandindo, especialmente os produtos lacteos
(LEITE, 2011). Entretanto, essa tendéncia se relaciona a renda disponivel e ao
poder de compra dos consumidores, e assim, classes menos favorecidas tém menos
acesso a esse tipo de alimento.

O esforco dos pesquisadores deveria se concentrar, também, no
desenvolvimento de produtos funcionais para as classes menos favorecidas da
populacdo, promovendo uma “inclusao funcional” dos produtos. Nessa vertente, o
uso de subprodutos seria de grande valia na produgédo de alimentos funcionais com
menor custo.

O uso de subprodutos na alimentacdo pode ainda hoje estar cercado de mitos
acerca da qualidade e eficacia do alimento. Socialmente, o uso de subprodutos
ainda pode se constituir um problema visto que fatores como inaceitabilidades
alimentares e imposicfes sociais levaram a selecdo de partes especificas de

determinados alimentos em detrimento a outras. No entanto, essas partes néo
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aceitas culturalmente podem estar aptas a servirem de alimento (PACHECO, 2008;
CHIOCCHETTI, 2013). Pesquisa realizada pelo instituto Akatu mostrou que mais de
60% dos consumidores brasileiros jogam fora casca e talos de legumes e frutas.
Nesta pesquisa, apenas 8,3% dos participantes relataram reaproveitar 0s
subprodutos em receitas (AKATU, 2005).

O aproveitamento integral dos alimentos é uma maneira de incrementar a
culinaria diaria, além de enriquecer nutricionalmente a dieta, proporcionando mais
nutrientes e compostos com propriedade funcional (MONAGAS et al., 2007; MIN et
al., 2011; KOSINSKA et al., 2012; STORK, 2013). Além da equivaléncia nutricional,
trabalhos vém mostrando a presenca de fibras alimentares e compostos
antioxidantes em partes nao tradicionalmente consumidas dos vegetais, podendo
estas exibir atividade antioxidante mais elevada que outras habitualmente
consumidas (AROGBA, 1999; SOONG e BARLOW, 2004; GODIM et al., 2005;
CERQUEIRA, 2006; SA, 2008; CAETANO et al, 2009; ZERAICK, 2010; PAIVA,
2012; RORIZ, 2012; PREEDY et al.,2011, ).

Deve-se ressaltar que apesar das vantagens apontadas pela literatura sobre o
uso integral dos alimentos, o seu real emprego cotidiano requer uma
conscientizacdo social e a sua progressiva culturalizacdo, além da disseminacédo do
conhecimento sobre os seus beneficios, valor nutritivo e forma de uso.

O relatério publicado em 2013 pela FAO foi o primeiro a analisar os efeitos do
desperdicio global de alimentos a partir de uma perspectiva ambiental, focando em
suas consequéncias para 0 meio ambiente. A FAO apontou que 0s custos
econdmicos diretos associados ao desperdicio podem chegar a bilhdes de dolares/
ano. Dentre os principais impactos ambientais causados pelo desperdicio, a FAO
indicou que a cada ano, os alimentos produzidos, mas ndo consumidos gastam um
volume de agua equivalente ao fluxo anual do rio Volga na Ruassia, além de também
ser responsavel pela emissdo de toneladas de gases poluidores, de efeito estufa. O
relatorio apontou ainda que as perdas tardias na cadeia alimentar geram maiores
consequéncias ambientais, ja que, ao custo inicial da produgdo, devem ser
adicionados os custos ambientais incididos durante o processamento, transporte,
armazenamento e utilizacdo. Os alimentos de origem vegetal desperdicados sdo os
gue mais contribuem para emissao de carbono assim como uso de recursos hidricos

e solo.
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Em uma perspectiva de sustentabilidade, o setor industrial de alimentos
também tem muito a contribuir através da consciéncia do aproveitamento racional do
residuo gerado pela agroindustria que, como ja citado anteriormente, pode exibir
valor nutritivo satisfatério além de ser um meio de minimizar os problemas
ambientais causados pelo seu descarte. O desperdicio alimentar prejudica a
seguranca alimentar, o desenvolvimento econdmico e o meio ambiente (FAO, 2011).
De acordo com Kummu et al (2012), as perdas de alimentos afetam o uso de
recursos, como agua doce, terras cultivaveis e fertilizantes. Os autores mostram que
reduzir as perdas de alimentos e residuos seria um passo importante para aumentar
a seguranca alimentar assim como a eficiéncia do uso de recursos na producéo de
alimentos, exercendo também efeito secundario sobre a reducdo das emissdes de
gases de efeito estufa, conservacédo de energia, protecdo do solo e da manutencéo
da biodiversidade.

O uso inteligente de residuos da agroindustria pode ser uma alternativa bem
sucedida no que diz respeito a politica econémica e ambiental, em funcdo de sua
diversidade de aplicacdo especialmente no ramo alimentar como promissoras fontes
de compostos funcionais.

A literatura mostra o potencial do uso de subprodutos de origem vegetal como
fonte alimenticia funcional. No entanto, é necesséaria a busca de estratégias que
visem a reducdo do desperdicio e aplicacdo consciente desses subprodutos, a
comecar pela conscientizacdo sobre os beneficios e o uso deste tipo de alimento.
Séo de grande valia os estudos voltados para a inovagao que déem continuidade a
aplicacdo tecnoldgica dos subprodutos, desde os laboratérios até os pontos de
venda, promovendo o desenvolvimento de novos produtos com equilibrio sensorial,

nutricional e funcional.
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Anexo 3- Teste de aceitacao dos biscoitos doces elaborados com farinha de

semente de abébora

Teste de Aceitagdo - Escala Heddnica

MNome:

Data: / !

For favor, prove a amostra e avalie o quanto gostou ou
da amostra

9 ( ) Gosto extremamente- GE

8 ( ) Gosto muito- GM

7 ( ) Gosto moderadamente- GMO
AROMA, 6 { ) Gosto ligeiramente- GL

5 ( ) Ndo gosto e nem desgosto- NGND

4 { ) Desgosto ligeiramente- DL

3 ( ) Desgosto moderadamente- DMOD

2 { ) Desgosto muito- DM

1 { ) Desgosto extremamente- DE

9 ( ) Gosto extremamente- GE

8 ( ) Gosto muito- GM

7 { ) Gosto moderadamente- GMO
TEXTURA 6 () Gosto ligeiramente- GL

5 () Nao gosto e nem desgosto- NGND

4 { ) Desgosto ligeiramente- DL

3 ( ) Desgosto moderadamente- DMOD

2 { ) Desgosto muito- DM

1 { ) Desgosto extremamente- DE

9 { ) Gosto extremamente- GE

8 ( ) Gosto muito- GM

T ( ) Gosto moderadamente- GMO
SABOR 6 ( ) Gosto ligeiramente- GL

5 ( ) Nao gosto e nem desgosto- NGND

4 { ) Desgosto ligeiramente- DL

3 ( ) Desgosto moderadamente- DMOD

2 () Desgosto muito- DM

1 ( ) Desgosto extremamente- DE

Fonte: IAL, Instituto Adolfo Lutz. Métodos fisico-quimicos para analise de alimentos. 1% edicdo
digital. S&o Paulo, 1020p. 2008.
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Anexo 4- Laudo da composicao centesimal das ragoes

Tabela comparativa do laudo da analise centesimal das racbes*

Componentes Dieta AIN93-M Dieta AIN93-M
Adicionada de PSF
Umidade (%) 8,77 7,16
Proteina bruta (%) 14,58 18,78
Extrato etéreo (%) 3,50 8,23
Fibra bruta 1,54 7,05
Cinzas (%) 2,64 2,94
Carboidrato (%) 68,97 55,84

*Laudo enviado pela empresa: RHOSTER INDUSTRIA E COMERCIO LTDA - EPP
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Anexo 5- Relatério técnico da GESTEC
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Ministério da Saude

GESTEC

FIOCRUZ 100 e—— T

Fundacao Oswaldo Cruz

Relatdério Técnico de Busca sobre
aplicacédo da farinha de semente de abobora e

Selénio

Objeto da Busca: em atendimento a SG116/2011, foi realizada busca de patentes/estudos
de terceiros para subsidiar pesquisa sobre “Aplicagao da farinha de semente de abdbora
(Cucurbita maxima, L) e Selénio em dieta de manutencdo em animais infectados pelo

Trypanossoma cruzi: efeito protetor contra a cardiopatia e colopatia chagasicas”.

Ap6s encerramento, a busca foi refeita quando a pesquisadora solicitou através de
mensagem eletrénica que o campo de busca fosse estendido para a aplicagéo da farinha de
semente de abOGbora com Selénio.

Além dos sites de patentes e de artigos cientificos, também foram consultados os Institutos
de Pesquisas Alimenticias.

Resultado da Busca:
Nenhum documento de patente, artigo cientifico ou mesmo de noticiario foi encontrado.

Palavras-chave: curcubita, semente de abdébora, Semente de abdbora com Trypanosoma
cruzi, semente de abobora com selénio. T cruzi and seed curcubita, chagas diseases and

seeds, T. cruzi and seed, T. cruzi and pumpkin, T. cruzi and curcubita.

1.0- Busca de documentos de patente e artigos:
Fontes: Espacenet, INPI , USPTO, Derwent, SciFinder Scholar, ITAL, Google.

Coordenacdo de Gestdo Tecnoldgica — GESTEC Area Técnica de Informagdo Tecnoldgica e
Gerencial contatos: 3885-1721 /1743 / 1757

Apods levantamento realizado pela GESTEC, o grupo foi orientado a usar o termo
“Produto vegetal” em publicades e apresentacdes publicas, ao invés do termo
‘Farinha de semente de abodbora”, tendo em vista a possibilidade de
pantenteabilidade do produto teste.
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