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RESUMO

A fenilcetonuria € um distarbio autossémico recessivo que afeta o
metabolismo da fenilalanina, impedindo a conversao desse aminoécido em tirosina
e elevando seus niveis no sangue a concentragdes toxicas. O tratamento para esse
distarbio se inicia logo apos o diagnostico, que ocorre através da triagem neonatal,
e consiste em uma dieta restrita em proteinas e suplementacdo com férmula de
aminoacidos livres. O acumulo da fenilalanina na corrente sanguinea, em casos
nao tratados, pode causar deficiencia intelectual grave, problemas
comportamentais, deficiéncias cognitivas, entre outras disfuncdes. Considerando
gue o consumo de proteinas naturais representa uma melhor nutricdo ao organismo
do que a ingestdo de aminoécidos livres, avaliar a biodisponibilidade da fenilalanina
nos alimentos e como o método de preparo pode influenciar essa biodisponibilidade
€ fundamental para o desenvolvimento de terapias dietéticas otimizadas,
permitindo um tratamento individualizado e um pouco menos restritivo. O estudo
avaliou a bioacessibilidade e a biodisponibilidade da fenilalanina em diferentes
matrizes alimentares, considerando a influéncia do processamento. O objetivo foi
determinar o quanto desse aminoacido esta biodisponivel para absorcdo apods a
digestdo. A bioacessibilidade representa a porcéo do alimento que € digerida e esta
disponivel para a absorcao e metabolizacdo. J& a biodisponibilidade representa o
alimento digerido que é, de fato, absorvido e metabolizado pelo organismo. Foram
selecionadas amostras de arroz branco e arroz integral cozidos, batata cozida e
batata pré-frita assada, com base em um questionario aplicado a pacientes com
fenilcetonduria, pais ou responsaveis por pacientes e profissionais da saude que
atuam nessa area. As amostras foram submetidas a uma digestéo gastrointestinal
simulada utilizando o protocolo INFOGEST 2.0 e aplicadas em células Caco-2 para
avaliar sua biodisponibilidade. Os resultados mostraram que a bioacessibilidade
variou conforme a matriz e o processamento. A batata cozida apresentou a maior
bioacessibilidade (48,45%), seguida do arroz integral (37,09%), arroz branco
(26,80%) e batata pré-frita assada (22,75%). Ja a biodisponibilidade, ou seja, o
guanto de fenilalanina foi absorvida através da monocamada celular, apresentou
variagao significativa com o arroz integral apresentando a menor biodisponibilidade
(1,43%), seguido da batata cozida (2,39%), do arroz branco (6,83%) e da batata
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pré-frita assada, que apresentou uma diferenca significativa das demais amostras
(95,5%), sugerindo que o processamento térmico intenso pode favorecer a
absorcdo desse aminoacido. Os testes com células Caco-2 indicaram que a
monocamada permaneceu integra, garantindo resultados confidveis. A maior
biodisponibilidade da batata pré-frita assada pode estar relacionada a reducéo da
umidade e concentracdo da proteina durante o processamento. Ja o arroz integral,
composto por alta quantidade de fibras alimentares (2,12%), apresentou menor
biodisponibilidade, possivelmente relacionada a dificuldade na digestéao e absorcao
da fenilalanina devido a presenca das fibras. Portanto, foi possivel concluir que a
bioacessibilidade e biodisponibilidade da fenilalanina ndo dependem apenas da sua
composicao total no alimento, mas também da composicado da matriz alimentar e
do tipo de processamento aplicado ao alimento. Os métodos de preparo podem
influenciar na absorcéo da fenilalanina, o que impactaria nas recomendacfes da
guantidade do alimento que pode ser ingerida.

Palavras-chave:

Bioacessibilidade; Biodisponibilidade; Fenilalanina; Processamento de alimentos;
Células Caco-2.
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ABSTRACT

Phenylketonuria is an autosomal recessive disorder that affects phenylalanine
metabolism, preventing the conversion of this amino acid into tyrosine and
increasing its blood levels to toxic concentrations. Treatment for this disorder begins
immediately after diagnosis, which is carried out through neonatal screening and
consists of a protein-restricted diet supplemented with a free amino acid formula.
The accumulation of phenylalanine in the bloodstream, in untreated cases, can
cause severe intellectual disability, behavioral problems, cognitive impairments, and
other dysfunctions. Given that the consumption of intact dietary proteins offers
superior nutritional benefits compared to the intake of free amino acids, assessing
the bioavailability of phenylalanine in various food sources—and how different
preparation methods may affect it—is essential for the development of optimized
dietary therapies. Such insights can support more individualized and potentially less
restrictive treatment approaches. This study investigated the bioaccessibility and
bioavailability of phenylalanine across different food matrices, with particular
attention to the effects of food processing. The primary objective was to determine
the extent to which this amino acid becomes bioavailable for absorption following
digestion. Bioaccessibility refers to the fraction of a nutrient that is released from the
food matrix during digestion and is available for absorption and metabolism. In
contrast, bioavailability denotes the portion of the digested nutrient that is actually
absorbed and utilized by the body. Food samples—including cooked white rice,
cooked brown rice, boiled potatoes, and baked pre-fried potatoes—were selected
based on a survey administered to patients with phenylketonuria, their parents or
caregivers, and healthcare professionals working in the field. The samples
underwent simulated gastrointestinal digestion using the INFOGEST 2.0 protocol
and were applied to Caco-2 cells to assess their bioavailability. The results showed
that bioaccessibility varied depending on the food matrix and processing method.
Cooked potato had the highest bioaccessibility (48.45%), followed by brown rice
(37.09%), white rice (26.80%), and baked pre-fried potato (22.75%). In terms of
bioavailability—i.e., the amount of phenylalanine absorbed through the cell
monolayer—there was significant variation, with brown rice showing the lowest
bioavailability (1.43%), followed by cooked potato (2.39%), white rice (6.83%), and
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baked pre-fried potato, which showed a significant difference from the other samples
(95.5%), suggesting that intense thermal processing may enhance the absorption
of this amino acid. The Caco-2 cell tests indicated that the monolayer remained
intact, ensuring reliable results. The higher bioavailability of baked pre-fried potato
may be related to moisture reduction and protein concentration during processing.
On the other hand, brown rice, which contains a high amount of dietary fiber
(2.12%), showed lower bioavailability, possibly due to the difficulty in digesting and
absorbing phenylalanine in the presence of fiber. Therefore, it was concluded that
the bioaccessibility and bioavailability of phenylalanine do not depend solely on its
total composition in the food but also on the food matrix composition and the type
of processing applied. Preparation methods can influence phenylalanine absorption,
potentially impacting dietary recommendations regarding the quantity of food that
can be consumed.

Key words:

Bioaccessibility; Bioavailability; Phenylalanine; Food processing; Caco-2 cells.
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1 INTRODUCAO

7

A fenilcetondria (PKU, sigla do inglés phenylketonuria), é um disturbio
autossOmico recessivo raro, que afeta o metabolismo da fenilalanina, com
prevaléncia no Brasil estimada entre 1:15.000 a 1:25.000 nascidos vivos,
dependendo do Estado. E causado por mutacées no gene que codifica a
fenilalanina hidroxilase, enzima responsavel pela conversdo da fenilalanina em
tirosina, levando a um acumulo de fenilalanina e seus metabdlitos a niveis
potencialmente téxicos para o organismo (Ney, Etzel, 2017, Lichter-Konecki,
Vockley, 2019, VanSprosen et al., 2021, Brasil, 2021A). A concentracdo deste
aminoacido na corrente sanguinea pode causar danos ao sistema nervoso central,
como déficits cognitivos e atraso global no desenvolvimento (Brasil, 2021A,
VanSprosen et al., 2021, Hofman et al., 2018).

Atualmente existem algumas alternativas de tratamentos medicamentosos
para essa doenca, tais como a substituicAo enziméatica e o cloridrato de
sapropterina, um analogo sintético ao cofator BH4 (VanSprosen et al., 2021; Lah;
McPheron, 2021; Mahan; Gandhi; Anand, 2018; Thomas et al., 2018). No entanto,
o tratamento mais simples e eficaz para esta doenca consiste em dieta restrita em
proteinas associada a suplementacdo de aminoécidos livres. Amplamente utilizado,
esse tratamento apresenta dificuldades em sua adesdo, especialmente para
pacientes jovens e adultos. Além do fato de ser financeiramente dispendiosa, a
dieta € também socialmente limitante, exigindo grande disciplina de quem a executa
(Lichter-Konecki, Vockley, 2019).

Bioacessibilidade refere-se a fracdo de um composto que se torna soluvel
ao ser liberado da matriz alimentar durante a digestdo e esta disponivel para ser
absorvido pelo organismo. Pode ser avaliada através da digestdo gastrointestinal
simulada. (Santos et al., 2019; Pereira et al., 2018; De Lima et al., 2014).

A biodisponibilidade refere-se a fracdo do alimento que é absorvido e
metabolizado pelo organismo apds a digestao (Kandemir et al., 2022; Pereira et al.,
2018). Para ser biodisponivel, o composto precisa ser bioacessivel. A
biodisponibilidade de um composto pode ser avaliada através de ensaios com

animais ou células.



Modelos de transporte celular Caco-2 tém sido utilizados como indicadores
da permeabilidade intestinal e biodisponibilidade de componentes alimentares em
estudos in vitro (MacGraw, et al. 2014), possibilitando a avaliagdo da interacao
entre o alimento e a barreira intestinal (Kondrashina et al.,, 2023). Estudos
anteriores utilizaram esse modelo para avaliar a biodisponibilidade do ferro
(Caetano-Silva et al., 2018; Gaigher et al., 2022), transporte de peptideos da clara
de ovo (Wang et al., 2019) e peptideos de leite humano (Liang; Kim; Dallas, 2022).
Outros estudos utilizaram as células Caco-2 para avaliar a biodisponibilidade de
aminoacidos em algas marinhas (Trigo et al., 2021), soja (MacGraw et al., 2014),
grao-de-bico, fava e tremoco (Rubio; Seiquer, 2002). Nao foram encontrados
trabalhos que avaliaram a bioacessibilidade e biodisponibilidade da fenilalanina,
gerando uma lacuna na compreensao cientifica sobre a biodisponibilidade desse
aminoacido.

O conhecimento da biodisponibilidade da fenilalanina em diferentes
alimentos e como diferentes métodos de preparo influenciam essa
biodisponibilidade, é fundamental para desenvolver uma terapia dietética
otimizada, permitindo um tratamento individualizado e um pouco menos restritivo.
Além disso, conhecer o quanto desse aminoacido € absorvido pelo organismo
possibilitaria o esclarecimento dos fatores que afetam essa absorc¢éo, o que poderia
abrir novas perspectivas para o tratamento da fenilcetonudria, beneficiando a

qualidade de vida dos pacientes.



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

Avaliar o impacto do processamento e variedade das matrizes alimentares
selecionadas na bioacessibilidade e biodisponibilidade da fenilalanina, utilizando

modelos de células Caco — 2.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Aplicar questionario aos pacientes fenilcetondricos para selecionar duas
matrizes alimentares dentro dos alimentos permitidos para o consumo.
e Preparar as matrizes selecionadas de acordo com o modo de consumo usual.

e Analisar a composicao centesimal e o perfil de aminoacidos das matrizes.

e Realizar a digestado simulada nas amostras para verificar a bioacessibilidade da
fenilalanina.

e Avaliar a biodisponibilidade da fenilalanina por meio da permeabilidade celular

utilizando cultura de células caco-2.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ERROS INATOS DO METABOLISMO

Os organismos vivos realizam uma série de processos bioguimicos
complexos responsaveis por coordenar e manter as atividades celulares vitais.
Alguns destes envolvem reac¢des de sintese e degradacdo de nutrientes, sendo o
resultado desses processos denominado de metabolismo. Cada processo ocorre
em vias metabdlicas, organizadas em reac¢des sequenciais, onde o produto de uma
etapa se torna o reagente da proxima. O funcionamento adequado dessa cascata
de reacOes depende da acdo de enzimas e substratos especificos para cada reacao
(Agana et al., 2018).

Neste caso, quando ocorre auséncia ou deficiéncia no funcionamento de

uma enzima requisitada em qualquer uma das vias metabdlicas, geram-se



distarbios que sdo denominados Erros Inatos do Metabolismo (EIM) (Agana et al.,
2018). Os EIM séo doencas genéticas herdadas dos pais, resultantes da auséncia
ou acdo deficiente de enzimas e/ou seus cofatores, proteinas estruturais ou
moléculas transportadoras, o que altera significativamente o nimero de compostos
gue estéo relacionados com essa via. Na maioria dos disturbios EIM, o mecanismo
associado as doencas esta relacionado a um defeito enzimatico. Esse defeito
impede a conversédo adequada dos substratos em seus produtos diretos, resultando
no acumulo de metabdlitos alternativos ou do préprio substrato, o que pode causar
efeitos potencialmente toxicos para o organismo (Ismail, Showalter, Fiehn, 2019).
A Figura 1 representa 0 mecanismo basico para a maioria dos EIM e mostra que
na deficiéncia da enzima, atuando na rota metabdlica, haverd um acumulo de
substrato e formacdo de metabdlitos alternativos gerando um déficit na formacao

do produto final.

S

Enzima—Substrato

»Produto

Metabolito

alternativo

Figura 1 - Mecanismo bésico de doencas oriundas de erros inatos do metabolismo devido
a defeito enzimético. ES= complexo enzima substrato. Adaptado de Ismail, Showalter,
Fiehn, 2019.

Em geral, os EIM séo doencas autossémicas recessivas, o que significa que,
para a doenca se manifestar, o individuo precisa herdar um gene defeituoso de
ambos os pais. Se o individuo herdar o gene defeituoso de apenas um dos pais,
ele sera portador da doenca, mas essa nao ira se manifestar. O filho de pais
portadores, podera ainda ndo ser afetado ou ser afetado, caso em que ha a
manifestacéo da doenca (Pinto, Faria, Botta, 2021), conforme ilustrado na Figura
2. Cabe ressaltar, que copias defeituosas podem ocorrer por mutacao aleatoria,
sendo um fator de risco a taxa de casamentos consanguineos na familia (Ismail,
Showalter, Fiehn, 2019).
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Figura 2 - Representacéo da probabilidade de transmissdes autossémicas recessivas. A)
Pai e m&e sdo portadores. B) Filhos portadores, nédo afetados ou afetados.

N&o ha consenso internacional sobre a incidéncia dos EIM no mundo,
resultando numa grande discrepancia sobre essa taxa para as diferentes doencas.
Isso se deve a fatores regionais como a diversidade genética de cada regido e as
taxas de consanguinidade estabelecidas, bem como o tamanho do grupo étnico,
além da variacdo nos métodos de andlise e tempo de duracdo de estudos
desenvolvidos nos diferentes paises (Ismail, Showalter, Fiehn, 2019). Contudo,
estima-se que 2 % a 3 % da populacdo mundial seja afetada por algum tipo desses
distarbios, sendo consideradas doencas raras de modo individual, mas frequentes
de modo global (Wasim et al., 2018).

Com relagdo as doengas atualmente identificadas, Ferreira et al. (2021)
organizaram uma classificacdo de distarbios metabdlicos hereditarios denominada
International Classification of Inherited Metabolic Disorders (ICIMD) que inclui mais
de 1.450 disturbios, classificados em: 1) metabolismo intermediario, divido em
energia (com 323 patologias), nutrientes (com 226 patologias) e outros (13
patologias); 2) metabolismo de lipidios e transporte (177 patologias); metabolismo
de compostos heterociclicos (172 patologias); 3) metabolismo de moléculas
complexas e organelas (327 patologias); 4) metabolismo mineral e cofator (108
patologias) e 5) metabolismo de sinalizacdo celular (118 patologias). Essa
classificacédo leva em consideragao a sua patologia, a localizacao do defeito celular
e o tipo de molécula biolégica envolvida.



Analisando as patologias descritas na ICIMD, observa-se que, dentro do
grande grupo dos distirbios do metabolismo de nutrientes, estdo as
aminoacidopatias, caracterizadas por doencas causadas por alteracées no
metabolismo dos aminoacidos. Em geral, essas patologias resultam de enzimas
defeituosas ou inexistentes (Wasim et al., 2018).

Um dos primeiros EIM descobertos, e 0 mais prevalente, é a fenilcetonuria
(Sacharrow, Rajabi, Levy, 2021). Trata-se de um disturbio no metabolismo do
aminoécido fenilalanina, ocasionado por mutacdes no gene da fenilalanina
hidroxilase (PAH, EC 1.14.16.1), ou por alteracbes em seu cofator, a
tetrahidrobiopterina (BH4) (Lichter-Konecki, Vockley, 2019). A fenilalanina
hidroxilase € uma enzima presente no figado, que converte a fenilalanina em tirosina
(Ney, Etzel, 2017; Lichter-Konecki, Vockley, 2019; VanSprosen et al., 2021). A
deficiéncia dessa enzima ou de seu cofator aumenta os niveis de fenilalanina no
sangue e, se nao for controlado, ocasiona disfuncdes cerebrais, resultando em
distarbios neuroldgicos, como deficiéncia intelectual grave, epilepsia, além de
problemas comportamentais e cognitivos (VanSprosen et al.,2021; Hofman et al.,
2018).

3.2 METABOLISMO DA FENILALANINA

As proteinas sdo biopolimeros constituidos por aminoacidos unidos por
ligacdes peptidicas, que sdo ligacbes covalentes formadas por reacbes de
condensacéao (Prasad et al., 2023). Existem 20 aminoacidos que podem compor as
proteinas em diferentes quantidades e ordens, formando longas cadeias proteicas
(Damodaran, 2010). De acordo com a sintese organica em humanos, 0s
aminoécidos séo classificados em essenciais e ndo essenciais. Os essenciais ndo
sdo sintetizados pelo organismo e precisam ser obtidos através da alimentacéo,
sendo eles: histidina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina,
triptofano e valina. J& os aminoacidos ndo essenciais podem ser sintetizados pelo
organismo, principalmente a partir do metabolismo dos aminoacidos essenciais, e
incluem a alanina, a asparagina, o aspartato, o glutamato, a serina, a arginina, a
cisteina, a glutamina, a glicina, a prolina e a tirosina. Destes, 0s seis Ultimos séo
considerados parcialmente essenciais durante a fase de crescimento ou em certas

condi¢Oes patologicas (Nelson, Cox, 2014).



Estruturalmente, o aminoacido € composto por um grupo amino e um grupo
carboxila ligados a um carbono a quiral e diferem entre si por sua cadeia lateral
(grupo R), que influencia tanto a estrutura como o peso e a carga elétrica de cada
aminoacido, determinando sua solubilidade e afinidade em agua (hidrofobicidade
ou hidrofilicidade). A outra ligagdo que confere a quiralidade do carbono a é um
hidrogénio, exceto no caso da glicina, cujo grupo R é composto por um segundo
atomo de hidrogénio. A fenilalanina, a tirosina e o triptofano, sdo aminoacidos que
possuem um grupo R aromaético, apresentando caracteristicas apolares. Dentre
eles, a fenilalanina é o mais apolar, e todos participam de interacdes hidrofébicas
(Nelson, Cox, 2014; Damodaran, 2010). E importante ressaltar que a tirosina é um
aminoé&cido precursor de neurotransmissores catecolaminas como a dopamina,
norepinefrina e epinefrina (Koélker, 2018; MacDonald et al., 2011) e sua principal
forma de obtencédo é pelo metabolismo da fenilalanina. Assim, qualquer defeito
genético nessa via metabdlica, pode desencadear sérios prejuizos neurolégicos
ligados a modulagbes das emocodes (Kylies, Brunne, Rune, 2022; Vansprosen et
al., 2021, Lichter-Konecki, Vockley, 2019).

A enzima fenilalanina hidroxilase (PAH), também denominada fenialanina-4-
monoxigenase, € uma enzima que catalisa, de forma simultanea, a hidroxilacéo de
um atomo de oxigénio do oxigénio molecular (Oz) e a reducao de outro dtomo de
oxigénio em agua. A acdo dessa enzima consiste em metabolizar a fenilalanina
em tirosina, contudo sua atividade € dependente do cofator tetrahidrobiopterina
(BH4), que realiza a transferéncia de elétrons do NADH para o oxigénio, oxidando-
se para di-hidrobiopterina que sera regenerada a tetrahidrobiopterina pela enzima
di-hidrobiopterina redutase (Figura 3). Em pessoas com PKU, além do acumulo de
fenilalanina no sangue, a deficiéncia no funcionamento da enzima, ou defeito na
sintese ou reutilizacdo de seu cofator, ird ativar uma rota secundaria. Por esta rota,
a fenilalanina passa por transaminagdao com o piruvato, produzindo fenilpiruvato
gque é excretado na urina em sua forma descarboxilada (fenilacetato) ou reduzida
(fenil-lactato) (Nelson, Cox, 2014). Esse metabdlito e seus produtos sdo o0s
principais responsaveis pelo odor de mofo na urina caracteristico de pacientes
fenilcetonuricos. Um esquema do metabolismo da fenilalanina e de sua rota

secundaria é apresentado na Figura 3.
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Figura 3 — Metabolismo da fenilalanina a esquerda e rota secundaria com producéo de
metabdlitos alternativos em pacientes com fenilcetonuria a direita. Fonte: adaptado de
Nelson, Cox, 2014.

3.3 FENILCETONURIA

3.3.1 Historico da fenilcetonuria

Em 1934 o médico e bioguimico noruegués Asbjérn Folling investigou
amostras de urina de dois irmdos que apresentavam atraso global no
desenvolvimento e cuja urina apresentava odor de mofo. O objetivo era verificar se
havia uma correlacao entre a condicdo mental das criancas e o odor caracteristico
da urina. Para isso, Folling adicionou cloreto férrico a 10%, normalmente utilizado
para estudar cetonas, as amostras de urina acidificadas e observou que,
imediatamente apds a adicdo do reagente, as amostras apresentaram uma
coloragdo verde-escura, que desaparecia em poucos minutos. Apos realizar uma
extracdo organica e isolar a substancia presente nas amostras de urina, Folling
descobriu se tratar do acido fenilpirdvico. Concluiu ainda, que o acido fenil-acético,

um subproduto do acido fenilpiravico, era o responsavel pelo odor de mofo. Para



verificar a possivel relacdo entre o acido fenilpirdvico e o atraso mental das
criancas, Folling analisou amostras de urina de 430 criancas com a mesma
condicdo mental. Desse total, 8 criancas apresentavam a mesma substancia na
urina, incluindo mais dois pares de irmados, sugerindo uma mutacdo genética
autossbmica recessiva hereditaria (Centerwall, Centerwall, 2000; Williams,
Mamotte, Burnett, 2008; Sacharrow, Rajabi, Levy, 2021).

Essa condicdo foi nomeada por Félling de Imbecillitas phenylpyruvica em
decorréncia do distarbio mental grave que acarretava e do acido fenilpiravico
encontrado na urina. Em 1937, o geneticista inglés Lionel Penrose utilizou o termo
phenylketonuria (fenilcetonuria) devido a presenca de uma cetona na urina (acido
fenilpiravico), que passou a ser conhecida, anos mais tarde, por sua abreviacéo
PKU (Centerwall, Centerwall, 2000; Bortoluzzi, 2019; Sacharrow, Rajabi, Levy,
2021).

A hipétese de causa dessa condicao foi levantada na década de 1940 por
George Jervis, que teorizou como sendo um erro na metabolizagédo da fenilalanina
em tirosina, o que foi comprovado em 1953. Nesse mesmo periodo, Horst Bickel
desenvolveu o primeiro tratamento dietético para a fenilcetonuria a partir da
remocao da fenilalanina (Phe) de um hidrolisado de caseina. Bickel instruiu a mae
de uma crianca fenilcetonurica a alimentar a crianga somente com esse hidrolisado,
e observou uma melhora significativa no desenvolvimento global da crianga, bem
como nos niveis séricos de fenilalanina e desaparecimento do odor de mofo da
urina. Ao adicionar a fenilalanina ao hidrolisado e administra-lo a crianca, os
sintomas da fenilcetonudria voltaram a se manifestar. Durante a década de 1950, ja
havia a comercializagdo de férmulas proteicas sem a fenilalanina, tornando-se a
primeira possibilidade de tratamento da doenca (Sacharrow, Rajabi, Levy, 2021). O
tratamento dietético segue até os dias de hoje como o principal tratamento para o
controle dos niveis de fenilalanina no sangue (Vockley et al., 2014).

Apesar do desenvolvimento de tratamento para pacientes com PKU,
baseado em uma dieta restrita em proteinas naturais, a doenca sO podia ser
diagnosticada por meio de uma reacao entre o acido fenilpiravico presente na urina
e o cloreto férrico. Embora esse teste fosse eficaz, s6 era possivel detectar a
condicao apos alguns meses de vida, aumentando assim o risco de danos cerebrais

irreversiveis (Bortoluzzi, 2019).



Ainda na década de 1950, o médico e microbiologista norte-americano
Robert Guthrie desenvolveu um ensaio de inibicdo bacteriana que possibilitava a
determinacdo semiquantitativa dos niveis de fenilalanina no sangue. O principio do
ensaio baseia-se na inibicdo competitiva do crescimento da bactéria Bacillus
subtillis em gel agar, causada pela competicdo entre o composto inibidor B-2-
tienilalanina e fenilalanina presente no sangue que é coletado em papel filtro e
eluido no gel. Quando h&d um excesso de fenilalanina, esta neutraliza o inibidor,
permitindo o crescimento bacteriano ao redor das tiras de papel filtro colocadas no
agar, o que indica os niveis do aminoacido no sangue. Guthrie também observou
gue o teste podia ser realizado com amostras de sangue seco impregnadas no
papel filtro (Sacharrow, Rajabi, Levy, 2021).

Para validar o teste em larga escala, Guthrie testou aproximadamente
3.000 individuos com deficiéncia mental que residiam em uma instituicdo para
pessoas com deficiéncias. Dentre esses, 23 foram diagnosticados com
fenilcetonuria, sendo que quatro ndo haviam sido detectados pelo teste de anélise
de urina. Devido a sensibilidade e eficacia do novo teste, ele passou a ser usado
em recém-nascidos antes da alta hospitalar. Em dois anos, Guthrie realizou a
triagem de 400.000 bebés de 29 estados norte-americanos, identificando 39 casos
de fenilcetonuria, o que estabeleceu uma incidéncia de 1 caso para 10.000
nascimentos nos Estados Unidos. Assim, iniciou-se um movimento para tornar a
triagem neonatal obrigatéria em todo o territério norte-americano, sendo aos
poucos ampliado para outros paises e com possibilidade de deteccédo de outras
doencas (Bortoluzzi, 2019).

Com o advento da tecnologia, a espectrometria de massa em tandem
(MS/MS) ampliou o nimero de distarbios que podem ser detectados através de
amostras de sangue seco coletados em papel filtro. A metodologia se mostrou agil
e sensivel ao utilizar uma pequena quantidade de amostra para a deteccao
simultanea de mais de 30 condicfes, passando a ser utilizado nos programas de
triagem neonatal (Bortoluzzi, 2019).

No Brasil, a triagem neonatal para fenilcetonuria teve inicio em 1976 na
Associacdo de Pais e Amigos dos Excepcionais (APAE) de S&o Paulo e passou a
ter algumas iniciativas isoladas por parte dos Estados e Municipios. Somente em

2001 é que foi implementado pelo Ministério da Saude o Programa Nacional de
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Triagem Neonatal (PNTN) a partir do Regulamento n° 822 de 06 de junho de 2001
com uma cobertura total de nascidos vivos. Na fase | de implantacdo s6 eram
detectados fenilcetonuria e hipotireoidismo congénito. Na fase Il de implantacéo do
programa, passaram a ser detectados também as hemoglobinopatias. Na fase Ill a
fibrose cistica foi acrescentada ao programa de rastreamento e na fase IV foram
incorporadas a hiperplasia adrenal congénita e a deficiéncia de biotinidase
(Bortoluzzi, 2019).

Em 26 de maio de 2021 foi sancionada a Lei n° 14.154 (ainda nao
regulamentada), alterando a Lei n° 8.069, de 13 de julho de 1990 (Estatuto da
Crianca e do Adolescente), para aperfeicoar o PNTN, incluindo um rol minimo de
doencas rastreadas pelo teste do pezinho, a serem implantadas de forma
escalonada em cinco etapas. A primeira etapa inclui as doencas ja rastreadas pelo
teste do pezinho, sendo elas: fenilcetonuria e outras hiperfenilalaninemias,
hipotireoidismo congénito, doenca falciforme e outras hemoglobinopatias, fibrose
cistica, hiperplasia adrenal congénita, deficiéncia de biotinidase e toxoplasmose
congénita. A segunda etapa inclui as galactosemias, aminoacidopatias, distarbios
do ciclo da ureia e disturbios da betaoxidac&o dos acidos graxos. A terceira etapa
inclui doencas lisossémicas. As imunodeficiéncias primarias sdo adicionadas na
quarta etapa e na quinta e Ultima etapa € incluida a atrofia muscular espinhal (Brasil,
2021 C).

Sendo o primeiro EIM a ser diagnosticado pela triagem neonatal, a
fenilcetonuria pode ser classificada de acordo com a concentracéo de fenilalanina
detectada no sangue, na condi¢do nao tratada. A faixa normal de concentracao de
fenilalanina no sangue é de 50-110 pmol/L (micromol de fenilalanina por litro de
sangue). Quando os niveis de fenilalanina sdo superiores a 1200 umol/L a condi¢éo
é classificada como fenilcetonuria classica. Para niveis entre 900-1200 umol/L é
denominada fenilcetonUria moderada. Entre 600-900 pumol/L é classificada como
fenilcetonuria leve, e entre 120 e 600 pmol/L como hiperfenilalaninemia nao
fenilcetonuria. No entanto, é dificil medir esses niveis com preciséo, principalmente
por ser em estado ndo tratado. A fenilcetonuria classica, quando nao tratada, esta
diretamente associada a graves problemas cognitivos e neurolégicos. Por outro

lado, nas hiperfenilalaninemias com niveis de fenilalanina inferiores a 360 pumol/L
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em estado nédo tratado, ndo ha risco de manifestacdo de sintomas (Sacharrow,
Rajabi, Levy, 2021; Blau, VanSprosen, Levy, 2010).

Ainda ndo estid clara a causa precisa das disfuncBes cerebrais em
pacientes com fenilcetondria, mas estudos sugerem que possa estar ligado a
competitividade da fenilalanina para se ligar a transportadores de aminoacidos
neutros pela barreira hematoencefalica, prejudicando o transporte desses
aminoacidos e impedindo ou dificultando a sintese de proteinas no cérebro (Kylies,
Brunne, Rune, 2022; Vansprosen et al., 2021; Hofman et al., 2018). Além disso, em
pessoas sem fenilcetondria, a fenilalanina hidroxilase faz a quebra da fenilalanina
em tirosina (Tyr), aminoacido precursor de neurotransmissores. Logo, altos niveis
de Phe, representam também uma quantidade baixa de Tyr e dos
neurotransmissores dependentes (Kylies, Brunne, Rune, 2022; Vansprosen et al.,
2021). Essa baixa quantidade poderia estar ligada a transtornos de ansiedade em
pacientes com fenilcetonuria, principalmente adolescentes e jovens adultos que

interrompem o tratamento (Lichter-Konecki, Vockley, 2019).

3.3.2 Tratamento e controle da fenilcetondria

ApoOs o diagnostico da doenca ter sido realizado em triagem neonatal pelo
teste do pezinho, em que uma amostra de sangue proveniente do calcanhar do
bebé é coletada e aplicada em um papel filtro (VanSprosen et al., 2021), o neonato
ja inicia o tratamento para controle da doenca. A principal forma de tratamento,
desde sua descoberta até os dias de hoje, ainda é a terapia dietética e a nutricao
(MacDonald et al., 2011).

A recomendacao dietética primordial consiste em restringir o0 consumo de
alimentos contendo teores elevados de proteinas. Para esses individuos as
proteinas naturais integras, tais como carnes, leguminosas e lacteas, sédo
substituidas por alimentos de baixo teor proteico e suplementacdo com férmulas
medicinais compostas por uma mistura de aminoacidos livres ausente de
fenilalanina (Lichter-Konecki, Vockley, 2019; Hofman et al., 2018; Ney, Etzel, 2017).

Alimentos com baixo teor de proteina como batata, alguns vegetais e a
maioria dos cereais podem ser consumidos, desde que seja em por¢oes limitadas
(Blau, VanSprosen, Levy, 2010). Os produtos alimentares com baixo teor de

proteina compostos por carboidratos e gorduras, sdo 0s responsaveis pelo
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fornecimento da energia necessaria. Isso permite que, até certo ponto, essa dieta
se aproxime dos habitos alimentares comuns. O sucesso do tratamento, com
alimentos de teor proteico reduzido, se deve principalmente ao fato da fenilalanina
ser um aminocido essencial e, portanto, ndo ser sintetizado no organismo humano
(VanSprosen et al., 2021).

O éxito do tratamento depende de informacdes sobre a quantidade de
fenilalanina presente nos alimentos. Com o0 objetivo de tornar essa informacgéo
acessivel e confidvel, a ANVISA desenvolveu um painel para consulta do contetdo
de fenilalanina em alimentos in natura e industrializados, obtidos a partir de
metodologias adequadas, passando a ser uma referéncia na elaboracéo das dietas
desses pacientes (Brasil, 2020).

As industrias de alimentos sdo obrigadas a apresentar junto a ANVISA a
guantidade de fenilalanina presente em alimentos com teor proteico entre 0,1 e 5%,
em conformidade com as disposi¢cfes da Resolu¢do — RDC N° 617, de 9 de marco
de 2022, que estabelece a obrigatoriedade da realizacdo de andlises laboratoriais
e a disponibilizacédo dos dados, através de sistema eletronico, referente aos teores
de fenilalanina, proteinas e umidade em alimentos industrializados na forma como
sdo comercializados (Brasil, 2022).

A ANVISA revisa os dados recebidos e adiciona as informacdes ao painel,
que contém dados do conteudo de fenilalanina de 74 alimentos in natura e mais de
2.000 produtos industrializados. O painel conta ainda, com opcées de busca por
produto, marca, categoria e quantidade especifica de fenilalanina no produto
(BRASIL, 2020) facilitando a informac&o o acesso a essa informacao.

Embora o tratamento dietético tenha se mostrado eficaz na prevencao dos
sintomas mais graves da doencga, esse ndo esta isento de efeitos colaterais. A
restricdo da dieta necessaria para essa condicdo pode causar deficiéncias
nutricionais, que sdo amenizadas com o consumo de formulas de aminoacidos
livres sem fenilalanina suplementadas com esses nutrientes (MacDonald et al.,
2011).

Além disso, uma dieta pobre em proteinas naturais também tem seus
efeitos adversos na saude dos individuos, tais como restricdo de crescimento,
alopecia, letargia e erupgcdes eczematosas, sendo esses sintomas sinais de alerta,

devendo haver constante monitoramento nutricional e adaptacdo do tratamento
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dietético (VanSprosen et al., 2021). Esses sintomas podem estar relacionados a
falta das vitaminas D e B12 e de oligoelementos como zinco e selénio, que séo
encontrados em carnes vermelhas, peixes e cereais, alimentos que s&o proibidos
ou tém alta restricdo na dieta. Embora para a vitamina D e B12 a suplementacao
através da formula de aminoacidos livres seja eficiente, ainda ha relatos de
deficiéncia para minerais como zinco e selénio, ndo sendo suficientemente
adquiridos através da suplementacao (MacDonald et al., 2011).

Outra dificuldade na ades&o ao tratamento dietético esta na inclusdo da
suplementacdo com a mistura de aminoacidos. O sabor desagradavel da férmula
dificulta o consumo (MacDonald et at., 2020) e a absorcao dos aminoacidos livres
nao € tao eficiente quanto a das proteinas naturais. Além disso, na proteina intacta,
ocorre menores perdas de nitrogénio quando comparado aos aminoacidos livres
(MacDonald et at., 2011).

Inicialmente, os substitutos proteicos eram compostos por hidrolisados
proteicos que ndo eram completamente isentos de fenilalanina em sua formulacéo,
exigindo uma reducéo ainda maior no consumo de proteinas naturais. Atualmente,
existem misturas totalmente isentas desse aminodacido, permitindo que o consumo
de fenilalanina seja proveniente somente da ingestdo de proteinas naturais. No
entanto, apesar das melhorias constantes na formulacdo, de textura e sabor, este
altimo ainda € insatisfatorio, apresentando amargor e um gosto residual
(VanSprosen et al., 2021; MacDonald et al., 2020).

Alguns substitutos como o glicomacropeptideo (GMP), proveniente do soro
de leite e desprovido de fenilalanina, apresenta melhor sabor e sensacédo de
saciedade. Entretanto, falta em sua composicdo outros aminoacidos essenciais
como triptofano, leucina, metionina, histidina e a tirosina, que nesse caso pode ser
incluida como um aminoéacido essencial, visto que sua sintetizacdo se deve através
da via metabdlica da fenilalanina. A inclusdo desses aminoacidos ao GMP para
torna-lo nutricionalmente mais completo afeta negativamente o sabor do produto.
Outro ponto negativo € o fato de que, proteinas residuais contendo fenilalanina, ndo
sdo facilmente separaveis do GMP quando isoladas do soro de leite, podendo
apresentar resquicios de fenilalanina na formulacéo (VanSprosen et al., 2021).

Ja com relacéo a absorc&o, os aminoacidos livres ndo sédo absorvidos da

mesma maneira que aminoacidos inseridos em proteinas naturais. Para aumentar
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a taxa de entrega e absorcdo desses componentes, alguns revestimentos podem
ser incorporados ao produto (VanSprosen et al., 2021). No estudo realizado por
McDonald et al. (2020), foi avaliado a aceitabilidade de um substituto proteico de
liberagdo prolongada com revestimento de etilcelulose e arginato. Dentre os 13
participantes, apenas sete conseguiram consumir a dose prescrita por um periodo
de sete dias, sendo relatado menos sintomas gastrointestinais em comparacao a
dieta usual. Além disso, 0 gosto amargo do substituto proteico foi mascarado,
podendo ser consumido junto com a comida ou bebida, se mostrando promissor
para estudos a longo prazo.

Além da deficiéncia nutricional e do gosto desagradavel da suplementacao,
incluem-se como fatores adversos ao tratamento dietético problemas sociais e
econdmicos, principalmente para pacientes fenilcetonudricos adolescentes e jovens
adultos. Por vezes, pacientes tratados desde o nascimento ndo apresentam
problemas graves relacionados a doenca ao longo da vida. No entanto, ao
chegarem a adolescéncia e inicio da vida adulta, muitos descontinuam o tratamento
por periodos, 0 que provoca o aumento da fenilalanina no sangue, desencadeando

0s problemas descritos anteriormente (Lichter-Konecki, Vockley, 2019).

3.3.3 Tratamentos farmacoldgicos

Atualmente existem no mercado duas opc¢cOes de tratamentos
farmacolégicos para a fenilcetondria que atuam diminuindo a concentracdo de
fenilalanina no sangue, sendo o medicamento cloridrato de sapropterina e a
reposicdo enzimatica por uma forma recombinante PEGuilada da enzima

fenilalanina amoénia liase.
3.3.3.1 Cloridrato de sapropterina (BH4)

O medicamento dicloridrato de sapropterina, analogo sintético ao BH4, tem
sido utilizado no tratamento da fenilcetonuria ajudando a controlar os niveis de
fenilalanina no sangue. Resultados do primeiro uso de BH4 foram relatados por
Kure et al. (1999), onde observaram diminuicdo nos niveis de fenilalanina no
sangue de pacientes com fenilcetondria apos a administracao oral do cofator. Com

sua utilizacdo, alguns pacientes conseguem renunciar a dieta e outros apresentam
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um aumento na tolerancia a ingestéao de fenilalanina. Entretanto, apenas um grupo
pequeno de pacientes apresenta responsividade a esse tratamento (VanSprosen
et al., 2021; Brasil, 2018), pois para ser eficiente, o tratamento requer alguma
atividade residual da enzima fenilalanina hidroxilase (Mahan, Gandhi, Anand,
2018).

Para determinar a hiperfenilalaninemia (HPA) responsiva a BH4, deve-se
realizar um teste de carga com BH4, sendo que o paciente deve apresentar niveis
iniciais de fenilalanina no plasma superiores a 400 umol/L. De acordo com Blau e
Erlandsen (2024) a dosagem de BH4 é administrada considerando o peso do
paciente (20mg/kg de peso corporal) e os niveis de fenilalanina e tirosina devem
ser monitorados no plasma ou no sangue no periodo de 4, 8 e 24 h apés a
administracdo da dose. O teste é considerado positivo ao apresentar as
concentracfes plasmaticas de fenilalanina reduzidas a niveis inferiores a 30%
dentro de 8 h ou apresentar reducéo de 50% dentro de 24 h, em comparagcdo com
as concentracoes iniciais.

No Brasil, o teste de responsividade ao BH4 é realizado a partir de
diferentes protocolos com variabilidades de dose (10 ou 20 mg/kg/dia, em dose
Unica ou distribuida ao longo dia) e de periodo de avaliacdo podendo durar horas,
dias ou meses. Para ser considerado responsivo, deve-se obter redugcdo de
fenilalanina maior ou igual a 30% em relacdo ao nivel basal, apdés um periodo de
24 h da administracdo do medicamento (Brasil, 2018).

Para implementacdo do BH4 no portifélio de terapias disponibilizadas pelo
Sistema Unico de Satde (SUS) a Comissdo Nacional de Incorporacdo de
Tecnologias no SUS (CONITEC) elaborou um plano orcamentéario no ano de 2018.
Esse estudo esta inserido dentro do Relatério de Recomendacéo de Medicamento
n® 402 e compara os custos com as férmulas metabdlicas e os possiveis custos
com o dicloridrato de sapropterina (Brasil, 2018), essa comparacdo pode ser
observada na Tabela 1. Os valores estdo relacionados com a quantidade de
férmula ou medicamento indicada para cada faixa etaria e peso médio do paciente.
A posologia do dicloridrato de sapropterina indicada na bula é de 10 mg/kg/dia (10
miligramas de medicamento por quilo do paciente por dia), e 0 menor preco de
compra do medicamento no Brasil em 2018 foi apurado em R$ 65,47 a dose de 100

mg. O medicamento é contraindicado para menores de 4 anos.
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Tabela 1 - Comparacdo dos custos da férmula de aminoacidos com o
medicamento dicloridrato de sapropterina (BH4) por paciente por ano.

Custo por paciente/ano

Formula de
Idade Peso médio (kg) aminoécidos Dicloridr.ato de
(anos) isenta de sapropterina (R$)
fenilalanina (R$)
<1 8,4 5.672,10
1 11,2 6.302,33
2 13,7 7.709,10
3 15,7 6.007,47
4 17,8 6.811,02 47.793,10
5 19,75 7.557,17 47.793,10
6 22,2 8.494,65 47.793,10
7 25 9.566,04 71.689,65
8 27,7 10.599,17 71.689,65
9 31,65 8.416,64 71.689,65
10 33,35 8.868,72 71.689,65
11 38,15 7.459.69 95.586,20
12 43,1 8.427,59 95.586,20
13 47,65 9.317,28 119.782,75
14 51,115 10.001,65 119.782,75
15 54,8 6.857,83 119.782,75
16 56,7 7.095,60 143.379,30
17 58,6 7.333,37 143.379,30
18 60,35 7.552,37 143.379,30
19 61,05 7.639,97 143.379,30
20-24 63,6 7.959,09 143.379,30
25-29 66,6 8.334,51 167.275,85
30-34 68,1 8.522,23 167.275,85
35-44 69,2 8.659,89 167.275,85
45-54 69,85 8.741,23 167.275,85
55-64 69,2 8.659,89 167.275,85
65-74 66,85 8.365,80 167.275,85
>75 63 7.884,00 143.379,30

Fonte: Brasil, 2018.
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O custo excessivamente elevado do medicamento, associado com a
caréncia de dados sobre eventos adversos a longo prazo e a incerteza sobre seus
beneficios, levaram a decisdo de ndo incorporar o medicamento ao SUS para
pacientes com fenilcetonuria acima de cinco anos. Entretanto, foi aprovada a
disponibilizacdo para mulheres gestantes ou em fase de pré-concepcéo
responsivas ao tratamento e que apresentam alguma atividade residual da
fenilalanina hidroxilase. O uso desse medicamento visa facilitar o controle da
doenca na gestacdo, mantendo os niveis de fenilalanina plasmatica entre 2 e 6
mg/dL. Elevados niveis de fenilalanina em mulheres gravidas, denominada PKU
materna, apresentam riscos significativos de malformacdes congénita como a
microcefalia, mal formacfes cardiacas, estrabismo e altera¢ces vertebrais no bebé
(Brasil, 2018). Em 2021 o medicamento passou por nova avaliacéo pela CONITEC
e consulta publica. Novamente, o plenario da comissao concluiu que ndo havia
novas evidéncias cientificas e que o tratamento com esse medicamento continua
sendo ineficaz do ponto de vista do SUS (Brasil B, 2021). Contudo, esse
medicamento possui liberacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) para comercializacdo, sendo vendido sob prescricdo médica, onde 30
comprimidos de 100 mg apresentam em 2024, valores entre R$ 5.777,81 e

6.193,42, a depender da regido e do Estado?.
3.3.3.2 Reposicéo da enzima fenilalanina amdnia liase

Outro tratamento farmacoldgico disponibilizado recentemente aos
pacientes com fenilcetondria é a substituicdo enzimatica. O medicamento
pegvaliase, aprovado em 2018 pela Food and Drug Administration (FDA)?, é
indicado para reduzir os niveis de fenilalanina no sangue de pacientes adultos com
a doenca ndo controlada com o tratamento dietético (= 600 umol/L; 10 mg/dL)
(Mahan, Gandhi, Anand, 2018; Lah; McPheron, 2021). Esse medicamento é um

conjugado covalente da enzima fenilalanina aménia liase de Anabaena variabilis

1 CotacGes disponiveis no site Farmaindex, uma plataforma gratuita de utilidade publica
para pesquisa e comparativo de precos de medicamentos. Disponivel em:
https://farmaindex.com/kuvan/50344, acesso em 12/10/2024.

2 Orgao do departamento de saude dos Estados Unidos que regulamenta e fiscaliza a
gualidade de produtos, visando a garantia da salde publica.
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com NHS-metoxipolietilenoglicol (NHS-PEG), que converte a fenilalanina em
amonia e acido trans-cinamico, um subproduto ndo toxico, que sdo metabolizados
pelo figado (Mahan; Gandhi; Anand, 2018; Thomas et al., 2018; Lah; McPheron,
2021).

O medicamento € ministrado via subcutanea em dosagens que variam de
20 a 60 mg por dia e o paciente deve receber treinamento para reconhecer e tratar
choque anafilatico, pois este o principal efeito colateral do medicamento. O paciente
deve ser instruido a levar epinefrina injetavel consigo ao longo do tratamento,
podendo a anafilaxia ocorrer em qualquer periodo, mas principalmente observada
no inicio do tratamento e quando ha o aumento da dose do medicamento. A dose
inicial € de 2,5 mg de pegvaliase por semana, durante quatro semanas, sendo
aumentada gradualmente em dose e frequéncia até atingir o efeito necessério,
reconhecido pelo monitoramento dos niveis de fenilalanina (Lah; McPheron, 2021).

No Brasil, em 2024, os valores da dose de 10 mg de pegvaliase variam
entre R$ 3.463.86 e 3.713,01 a depender da regido e Estado®. O medicamento foi
aprovado recentemente no Brasil pela ANVISA (2024)4, e ainda ndo esta disponivel
no SUS. Atualmente, o medicamento so esta disponivel para compra através de
importacao.

Considerando o valor e a dificuldade de adquirir esses tratamentos
farmacoldgicos, os quais ndo sdo distribuidos pelo SUS, o tratamento tradicional
por restricdo dietética continua sendo o prevalente. O presente estudo teve como
objetivo expandir o conhecimento sobre a biodisponibilidade da fenilalanina
presente em alimentos naturais, apds sua digestdo. A possibilidade desse
aminoacido nao ser totalmente disponibilizado para absor¢do poderia mudar a
perspectiva quanto a quantidade de consumo de alimentos.

Cabe ressaltar que o consumo de proteinas naturais representa uma melhor
nutricdo ao organismo humano do que a ingestao de aminoacidos livres, e que nem

todo aminoécido digerido € biodisponivel para a absor¢céao (VanSprosen et al., 2021;

3 Cotacdes disponiveis no site Farmaindex, uma plataforma gratuita de utilidade publica
para pesquisa e comparativo de precos de medicamentos. Disponivel em:
https://farmaindex.com/palynziq/58654, acesso em 12/10/2024.

4 Noticia disponivel em: https://veja.abril.com.br/saude/tratamento-inovador-para-
fenilcetonuria-e-aprovado-pela-anvisa, acesso em 12/10/2024.
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MacDonald et at., 2011). Assim, torna-se importante estudos que visem analisar o
perfil dos alimentos que passam por processamentos, como a cocc¢ao e fritura,
visando analisar o comportamento proteico desses alimentos e quanto do
aminoacido fenilalanina passa a ser biodisponivel ap6s a digestdo gastrointestinal
dos mesmos. Ao nosso conhecimento, essa abordagem pode contribuir para a
compreensao do comportamento biodinamico da fenilalanina dentro da matriz
alimentar, de alimentos especificos, visto néo ter sido encontrado estudos similares
na literatura.

A Tabela 2, resume as vantagens e desvantagens de cada tratamento

disponibilizado para a fenilcetonuria atualmente.
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Tabela 2 — Tratamentos atuais para fenilcetonuria e a vantagens e desvantagens de cada um deles.

Tipo de ~ Comparagéo entre
Informacdes relevantes Vantagens Desvantagens
tratamento tratamentos
Consiste na restricdo de Restritiva, exigindo substitutos
alimentos ricos em proteicos e alimentos de baixo  Forma tradicional e
fenilalanina (Phe) e na Controle eficaz da  teor proteico. Pode causar mais acessivel.
Terapia suplementacdo com formula  fenilalanina no deficiéncias nutricionais (ex.: Controle eficaz, mas
dietéticae  de aminoé&cidos (AA) livres, sangue. Possibilita vitaminas D e B12, zinco e de dificil manutencéo.
nutricional sem Phe. Pode incluir o uma vida normal selénio). Baixa adeséo na Requer

Glicomacropeptideo (GMP)
como alternativa a formula de
AA livres, sem Phe.

se bem seguida.

Pode permitir
maior ingestao de
Phe. Alguns
pacientes podem
renunciar a dieta.

Analogo sintético da
tetrahidrobiopterina (BH4).
Requer que o paciente tenha

Cloridrato de
Sapropterina

(BH4) alguma atividade residual da .
. : . . Medicamento de
fenilalanina hidroxilase. L . ~
facil administracéo
(via oral).
Atua convertendo a Phe em oo
o .z Reduz os niveis de
Reposicdo  subprodutos ndo téxicos.
L . ~ ~ Phe no sangue.
enzimatica  Administracdo subcutanea,

Pode permitir dieta

Pegvaliase i
(Peg ) menos restritiva.

com aumento gradual da
dose.

adolescéncia/adultos. Férmula
de aminoacidos livres pouco
palataveis.

Somente uma parcela dos
pacientes responde a esse
tratamento. Alto custo e nédo
disponibilizado pelo SUS.
Necessério teste de
responsividade.

Efeito colateral (risco de
anafilaxia). Necessidade de
acompanhamento médico
rigoroso. Alto custo e com
necessidade de importacao
para o Brasil, ndo sendo
disponibilizado pelo SUS.

acompanhamento
nutricional constante.

Alternativa para
flexibilizar o
tratamento dietético
em pacientes
responsivos. Mais caro
do que a dieta
convencional.

Alternativa para
pacientes com PKU
grave nao controlada
pela dieta. Custo
elevado e efeitos
adversos limitam seu
uso.
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3.4 DIGESTAO GASTROINTESTINAL SIMULADA

3.4.1 Processo digestivo humano

O processo digestivo tem inicio na boca com a mastigacdo, onde ocorre a
quebra fisica do alimento, e liberagdo da enzima amilase salivar, responsavel pela
guebra do amido e outros carboidratos. Na sequéncia, o bolo oral é transferido para
0 estdmago, por degluticdo. No estbmago, as secrecdes gastricas contendo acido
cloridrico, muco e enzimas digestivas, como a pepsina e lipase, se misturam ao
bolo alimentar, formando um meio de pH &cido entre 1,5 e 2,5 (da Silva, 2016). A

Figura 4 apresenta uma representacao do trato gastrointestinal humano.
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Figura 4 — Trato gastrointestinal. Fonte: Verhoekx et al, 2015.

O produto da digestdo estomacal, denominado de quimo gastrico passa
para o intestino delgado por movimento peristéltico, onde ter4 contato com o suco
pancreatico/duodenal, composto por um complexo enzimatico contendo proteases
(tripsina, quimiotripsina, peptidases A e B) que atuam sobre peptideos e proteinas
gue ainda nao tenham sido clivadas. Nessa etapa ocorre uma mudanca no pH do
meio com a liberacdo de bicarbonato de calcio, responsavel por elevar o pH a nivel

basico (da Silva, 2016). A parte final da digestdo ocorre no jejuno e duodeno,
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quando a maior parte dos nutrientes serdo absorvidos. O quimo que nao foi
absorvido é encaminhado ao intestino grosso, onde ocorre a fermentacdo por
bactérias da microbiota, que decompdem os componentes mais complexos que nao
podem ser digeridos por enzimas humanas e, por fim, se transforma no bolo fecal

gue € posteriormente excretado (Verhoekx et al., 2015).

3.4.2 Digestao simulada in vitro

Ha varias técnicas na literatura para modelos in vitro que simulam a digestéo
gastrointestinal e, dentre esses modelos, o protocolo padronizado de digestao
estatica in vitro, proposto pela rede INFOGEST, é um modelo de digestdo estatica
amplamente utilizado que permite avaliar a bioacessibilidade de compostos
(Goncalves et al., 2024). No método INFOGEST 2.0, o alimento € submetido as trés
fases do processo digestivo: oral, gastrica e intestinal. Em cada fase, as condi¢des
experimentais, como pH, tempo de digestdo e atividade enzimatica, sdo mantidas
constantes (Brodkorb et al., 2019).

As vantagens dessa metodologia estdo em sua simplicidade,
reprodutibilidade, robustez, custos relativamente baixos e possibilidade de
avaliacdo do alimento em cada fase da digestdo. No entanto, como um método
estéatico, o protocolo apresenta algumas desvantagens que impede a avaliacao
cinética da digestdo, ja que ndo é possivel simular as dindmicas complexas do
processo digestivo. Durante a fase gastrica o pH € mantido constante, a adi¢cao do
fluido gastrico é realizada de uma s6 vez e ndo ha o esvaziamento gastrico. J4 na
fase intestinal, essa é considerada como uma unica fase, sem as separacdes
duodenal, jejunal e ileal, que possuem condi¢cdes como pH, diluicdes, contetdo
mineral e atividades enzimaticas, diferentes entre si. Entretanto, mesmo com essas
desvantagens o modelo padronizado apresenta boa correlagdo com os pontos
finais de cada fase da digestéo in vivo. Além disso, com um método padronizado
torna-se possivel realizar a comparacao de resultados de estudos (Brodkorb et al.,
2019).
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3.5 CELULAS CACO-2

Cerca de 90% da absorcdo de nutrientes do trato gastrointestinal ocorre na
regido do intestino delgado, que possui de 2 a 6 m de comprimento e é dividido
entre duodeno, que compreende 5% do comprimento total; jejuno, com cerca de
50% do comprimento total; e ileo, que compreende os 45% restantes. Toda a
superficie do intestino delgado € recoberta por vilosidades e microvilosidades que
aumentam a &rea de superficie e, em consequéncia, a area de absorcdo, em até
30 e 600 vezes, respectivamente (da Silva, 2016).

O intestino delgado tem como principal funcdo a absorcdo de nutrientes,
sendo permeavel a micro e macromoléculas importantes para a nutricdo humana,
mas também deve ser uma barreira eficaz que impeca a passagem de
macromoléculas e microrganismos com potencial nocivo, tais como toxinas e
patdgenos (Snoeck et al., 2005). O epitélio intestinal tem sua renovacéo a cada 3-
4 dias, sendo composto principalmente por enterdcitos (cerca de 80%), que sao
células epiteliais hiperpolarizadas, unidas por juncdes estreitas. A superficie apical
dos enterdcitos € recoberta por microvilosidades que possuem grandes
glicoproteinas carregadas negativamente em suas pontas, formando um glicocélice
continuo e filamentoso com borda em escova, que protege o epitélio da entrada de
antigenos e patégenos (Snoeck et al.,, 2005). Na Figura 5 consta uma
representacdo esquematica do intestino humano. Os recortes mostram as
vilosidades e os enterdcitos, bem como as membranas apical e basal que compdem

o epitélio intestinal.

Secédo do intestino

delgado
Intestino grosso Microvilosidades Membrana
~— apical
___ Membrana
) i basolateral
Intestino )y Enterocitos
delgado I:l
L

Vilosidades

Figura 5 — Representagéo do intestino. Created with BioRender.com
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A linhagem de células de adenocarcinoma de colon humano Caco-2 € muito
utilizada em ensaios de transporte e absorcao intestinal in vitro (Goncalves et al.,
2024; Tan et al.,, 2023), devido a sua capacidade de diferenciagdo em uma
linhagem de células epiteliais intestinais humanas. Ao serem cultivadas em inserto
com membrana permeavel, a superficie celular voltada para o meio superior (apical)
ird simular o limen intestinal, enquanto a superficie celular voltada para baixo e
ligada a membrana permeavel, simulard a membrana basolateral (Taboada-Lopez
et al., 2021; Iftikhar et al., 2020). As células irdo apresentar caracteristicas de
enterocitos, apresentando juncbes estreitas, bordas em escova, efluxo e
transportadores de captacdo nos compartimentos apical e basal (Iftikhar et al.,
2020; Amigo; Hernandez-Ledesma, 2020). Na Figura 6 é mostrada uma
representacdo esquematica de um inserto com as separacdes apical e basal e a

monocamada celular.

Suporte

Lado apical
I i | Monocamada

\S oooooooooo o/ celular

— Lado basal

Figura 6 — Representagéo de um inserto com uma monocamada celular. Created with
BioRender.com.

Para controlar a integridade da monocamada celular de Caco-2 e assegurar
a validade do modelo, deve ser realizada a medicdo da resisténcia elétrica
transepitelial (TEER). Esse ensaio consiste num método ndo invasivo que trata a
impedancia entre os tecidos basolaterais e do lumen. O valor de TEER aceitavel
para monocamadas de Caco-2 esta entre 200 e 1000 Q por cm? (Iftikhar et al.,
2020).

3.6 BIOACESSIBILIDADE E BIODISPONIBILIDADE

O termo bioacessibilidade representa a porcdo de um composto liberado

da matriz alimentar durante a digestdo, que esta solavel e potencialmente
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disponivel para absorcao e metabolizacdo (Santos et al., 2019; Pereira et al., 2018;
De Lima et al., 2014). E frequentemente avaliada através da simulacéo da digest&o
gastrointestinal utilizando protocolos de digest&o in vitro, e monitorada a partir de
ensaios de permeabilidade em células Caco-2 (Santos et al., 2019).

A bioacessibilidade de um composto depende da eficiéncia da digestao
fisica, quimica e enzimatica do trato digestivo e pode ser influenciada por fatores
inerentes a matriz alimentar, tais como a composi¢cao dessa matriz e a interagéo do
composto de interesse com os demais constituintes dela. Adicionalmente, é
influenciada por fatores associados ao hospedeiro, como as caracteristicas fisico-
quimicas dos fluidos gastrointestinais, a presenca ou auséncia de enzimas
digestivas e o estado fisiol6gico do hospedeiro (Santos et al., 2019). Outros fatores,
tais como o tipo de processamento dos alimentos, como por exemplo a cocgcao e a
secagem, podem influenciar a bioacessibilidade (Li et al., 2023).

As principais metodologias utilizadas para determinar a acessibilidade de
nutrientes podem ser destacadas como in vitro e in vivo (Cardoso et al., 2014). As
metodologias in vitro referem-se a experimentos realizados fora do organismo vivo,
em ambiente controlado de laboratério. Ja as metodologias in vivo, referem-se a
experimentos realizados dentro de organismos vivos como modelos animais e
humanos.

Todos os nutrientes de uma matriz alimentar estéo aptos a serem absorvidos
pelo organismo, no entanto, apds o processo de digestdo, nem todos os nutrientes
sdo estaveis e serdo convertidos em formas absorviveis (Santos et al., 2019). A
fracdo de um alimento digerido que foi efetivamente absorvido pelo intestino e fica
a disposicdo para ser utilizada nos processos metabdlicos ou armazenada em
compostos de reserva € denominada fragéo biodisponivel (Silva Abreu, 2017).

Diferente da bioacessibilidade, a biodisponibilidade refere-se, a fragdo de um
composto que é absorvido e metabolizado pelo organismo apdés a digestao, sendo
utilizada nas funcgdes fisioldgicas (Kandemir et al., 2022; Pereira et al., 2018).
Portanto, antes de ser biodisponivel, 0 composto precisa ser bioacessivel. A
biodisponibilidade de um composto é influenciada pela digestdo gastrointestinal,
quando ocorre a liberacdo dos componentes da matriz alimentar, seguido da
absorcdo pelas células intestinais, metabolizacéo e distribuicdo para os tecidos,
onde sua atividade biologica sera exercida, podendo mudar devido a combinacao
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com macronutrientes dos alimentos in natura, processados ou pouco processados
(como fibras, polissacarideos e proteinas) (Santos et al., 2019).

Em geral, para analises da biodisponibilidade in vivo, utilizando animais ou
humanos, faz se a mensuracdo da porcao de nutrientes digeridos, absorvidos,
metabolizados e que alcancam a circulacéo sistémica, avaliando-se a presenca de
metabdlitos derivados dos compostos de interesse no sangue ou urina. Essa
avaliac@o apresenta certa complexidade, pois fatores como o estado fisiologico, a
variabilidade individual e a presenca de outros componentes da refeicdo, podem
influenciar na avaliagcdo da concentracédo plasmatica em ensaios in vivo (Santos et
al., 2019).

Modelos animais implicam em restricdes éticas, pois envolvem abordagens
cirdrgicas e o sacrificio das cobaias, além do alto custo e longa duracdo (Amigo,
Hernandez-Ledesma, 2020). De encontro a isso, andlises in vitro foram
desenvolvidas e otimizadas a fim de superar essas limitacbes. Ensaios de
permeabilidade em modelos de monocamadas de células caco-2, uma linhagem
celular derivada de adenocarcinoma de célon humano, tornaram-se bem aceitos e
sdo comumente utilizados para avaliar a biodisponibilidade de compostos
alimentares (Iftikhar et al., 2020; Amigo, Herndndez-Ledesma, 2020).

Caetano-Silva et al. (2018) compararam a bioacessibilidade e a
biodisponibilidade do ferro na forma livre como sais (FeClz e FeSO4) e complexos
de ferro com peptideos de soro de leite obtidas por ultrafiltracdo. Os autores
avaliaram a bioacessibilidade do ferro por digestdo gastrointestinal in vitro e a
biodisponibilidade como sintese da ferritina em modelo de células Caco-2. Todos
0os complexos apresentaram alta bioacessibilidade (>85%), mas apenas aqueles
formados por peptideos de baixo peso molecular (<5 kDa) e FeCl2 aumentaram a
captagao de ferro em 70% em ralagdo ao FeSOa. A sintese de ferritina em células
Caco-2 indicou maior absor¢do de ferro dos complexos de peptideos em
comparacao com o ferro livre, sendo promissores na substituicdo de sais de ferro
utilizados na fortificacado de alimentos.

Ensaios de permeabilidade também podem ser utilizados para avaliar a
absorcéo de poluentes. Taboada-Lépez et al., (2021), investigaram a presenca de
nanoparticulas de diéxido de titanio e nanoparticulas de prata em frutos do mar. As
amostras foram digeridas conforme protocolos de digestdo simulada e a fracao
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bioacessivel obtida apos a digestéao foi submetida ao ensaio de absorcéo atraves
do transporte por monocamadas de células Caco-2 em inserto com membrana
permeavel. Os resultados indicaram que nanoparticulas de diéxido de titanio
apresentaram uma alta porcentagem de bioacessibilidade (2,1% a 89%) e alto
percentual em termos de transporte, ou biodisponibilidade (17% a 82%). As
nanoparticulas de prata presentes nos frutos do mar apresentaram de 13% a 17%
de bioacessibilidade e uma variacao de 2,1% a 22% de biodisponibilidade. Esse
resultado indica que a absor¢cdo de prata € muito baixa, mas que o titanio pode
atravessar a barreira intestinal.

Trigo et al., (2021), avaliou a influéncia do processamento por mudanca de
pH na digestibilidade in vitro, acessibilidade e biodisponibilidade em células Caco-
2 de proteinas de alga marinha U. fenestrata. A mudanca de pH concentrou a
proteina 3,5 vezes, melhorando também o grau de hidrdlise da proteina. A
acessibilidade de aminoacidos melhorou de 56,9% para 72,7%, 0 que aumentou a
quantidade da maioria dos aminod&cidos transportados através das monocamadas
de células Caco-2, indicando que o processamento melhorou a digestibilidade da
proteina de alga marinha.

Os ensaios de bioacessibilidade e biodisponibilidade in vitro tém se mostrado
Uteis para simular a absorcdo de compostos, auxiliando no entendimento dos
riscos associados a presenca de nanoparticulas na cadeia alimentar (Taboada-
Lépez et al., 2021).

4 MATERIAIS E METODOS

Para selecdo das matrizes de estudo foi elaborado e aplicado um
questionario, realizado em parceria com o Centro Integrado de Pesquisas
Oncohepatologicas na Infancia (CIPOI) da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM)
da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). As demais analises foram
realizadas no Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL) no Centro de Ciéncia e
Qualidade dos Alimentos (CCQA) nos laboratorios de Bioquimica de Alimentos e

de Biotecnologia e Cultura Celular.
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4.1 ETAPAS DE EXECUCAO

O estudo foi dividido em trés etapas. A primeira etapa constituiu na selecao
e aquisicdo das matrizes, seguido do seu processamento e caracterizacao por meio
de analises de composi¢cdo centesimal e perfil de aminoacidos. Na segunda etapa
foi realizada a digestdo simulada utilizando o protocolo INFOGEST para obtencéo
da fracao bioacessivel. E por fim, na terceira etapa foi avaliada a biodisponibilidade
dos digeridos através de ensaios com células Caco-2 cultivadas em insertos
semipermeaveis, nos quais as células se proliferam e se diferenciam em células
epiteliais humanas. Cada uma das etapas realizadas pode ser visualizada na Figura
7.

Perfil de aminoacidosda
fragdo soluvel do digerido

Perfil de aminoacidos (apical
e basolateral)

Caracterizagao e perfil de
aminoacidos

Bioacessibilidade Biodisponibilidade
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Figura 7 — Fluxograma com as etapas realizadas no presente estudo.

4.2 MATERIA-PRIMA

4.2.1 Matrizes estudadas

As matrizes alimentares estudadas foram a batata cultivar Asterix, a batata
palito pré-frita congelada, o arroz branco e o arroz integral. Esses alimentos foram

adquiridos em supermercados da cidade de Campinas — SP em novembro de 2023.
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4.3 METODOS

4.3.1 Selecao das matrizes alimentares

As matrizes estudadas foram selecionadas a partir de um estudo com
pacientes PKU e profissionais de saude ligados a dieta desses pacientes através
de um questionario composto por questdes discursivas e objetivas, conforme anexo
8.1. Foram convidados a patrticipar do estudo pacientes acima de 18 anos que
seguiam uma dieta restrita e especial para tratamento de fenilcetonuria; pais ou
responsaveis pela dieta de pacientes portadores de fenilcetondria menores de 18
anos (menores de idade ndo foram incluidos no estudo); e profissionais
nutricionistas que atendam esses pacientes. A conducao desse estudo ocorreu em
parceria com o Centro Integrado de Pesquisas Oncohepatologicas na Infancia
(CIPOI) da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), apés a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa —
Plataforma Brasil, conforme CAAE n° 67002822.3.3001.5404, e todos os
participantes concordaram com o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) que se encontra no anexo 8.2.

O questionario foi disponibilizado por meio da ferramenta de formuléarios do
Google® e a solicitacéo de participacdo, bem como o link para o questionario, foram
enviados via e-mail e aplicativo de mensagem institucionais, meios ja utilizados
para comunicacdo do CIPOI com os pacientes. A primeira parte do formulario
destinou-se a apresentacdo do TCLE, que continha as informacdes da pesquisa,
0s objetivos do estudo, a descricdo dos riscos da participacdo, a importancia do
estudo e a garantia de confidencialidade, bem como da n&o obrigatoriedade de
participacdo, incluindo todos os aspectos éticos da pesquisa. A segunda parte
incluiu perguntas discursivas e objetivas sobre a dieta dos pacientes, e s6 teve
acesso a segunda etapa, as pessoas que leram e aceitaram o termo de
consentimento.

O primeiro contato ocorreu no dia 10 de agosto de 2023, e foram realizados
mais trés contatos subsequentes nos dias 17 e 31 de agosto, e 11 de setembro. O
questionario foi encerrado no dia 15 de setembro de 2023 com um total de 66
respostas, das quais 63 participantes aceitaram o TCLE e apenas trés participantes

nao concordaram com o TCLE, sendo descontinuada as suas participacoes.
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Foram sugeridos 16 alimentos, dos quais se destacaram o arroz (23
sugestdes) e a batata (19 sugestdes), sendo esses 0s alimentos selecionados para

dar prosseguimento ao presente trabalho, conforme sera discutido no item 5.1.

4.3.2 Processamento das matrizes alimentares

As matrizes alimentares foram preparadas de acordo com a sua forma

usual de consumo, conforme apresentado no fluxograma da Figura 8.

Batata Cozida Batata Pré-Frita Assada

Hioienizacs
[ iglenizagao, J [Porcionamento(BOOg)J
descasque, corte

Arroz Integral Cozido  Arroz Branco Cozido

y y

Panela de pressao ‘ o _ Panela de pressdo Panela de pressédo
{ elétrica 1:2 (p:v) J E-\rFryer (200°C/20 mm.ﬂ [ elétrica 1:2,5 (pv) ] [ elétrica 1:2 (p:v)

Homogeneizacdo em processador de alimentos e
separacao em porgoes de 100 g

y

[Congelamento e armazenamento freezer a -12+1 °C]

Figura 8 - Fluxograma com os métodos de preparo das matrizes: batata cozida, batata
pré-frita assada, arroz integral e arroz branco.

As batatas Asterix foram higienizadas com agua e sabdo neutro. Em
seguida, foram descascadas e cortadas em cubos com o auxilio de uma faca. Apds,
foram cozidas em panela de pressao elétrica (Agratto, Ventisol Ind. e Com. S.A.,
Santa Catarina, Brasil) por 10 minutos em agua destilada na proporgéo de 1:2 (p/v),
simulando o preparo usual desse alimento. A dgua do cozimento foi descartada.

As batatas pré-fritas congeladas foram preparadas de acordo com a
indicacdo do fabricante presente na embalagem original do produto (300 g de
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produto, a 200°C por 20 minutos) em forno por conveccao AirFryer (PraticFryer,
Cadence, JCS Brasil Eletrodomésticos Ltda., Santa Catarina, Brasil).

O arroz branco e arroz integral foram cozidos em agua destilada de acordo
com as indicagfes do fabricante descritas na embalagem do produto (1:2, p/v, por
15 minutos para o arroz branco e 1:2,5, p/v, por 20 minutos para o arroz integral)
em panela de pressao elétrica (Agratto, Ventisol Ind. e Com. S.A., Santa Catarina,
Brasil).

ApOGs o processamento e resfriamento a temperatura ambiente, todas as
amostras foram trituradas em processador de alimentos (Philips Walita, Philips
Domestic Appliances Holding B.V., Holanda), fracionadas e armazenadas em
sacos de polietileno sob congelamento em freezer a -12+1 °C até o momento das

analises.

4.3.3 Composicédo centesimal

A composicdo centesimal das amostras processadas foi realizada de
acordo com métodos recomendados pela AOAC (Latimer, 2012), sendo: umidade
(n. 925,45b) por secagem em estufa a 105 °C por 12 h, cinzas (n. 923,03) por
incineracdo em mufla a 550 °C por 12 h e proteina pelo método Kjeldahl (n. 960,52)
com fator de correcéo de 5,75 para as amostras de batata e 5,95 para as amostras
de arroz. As amostras também foram avaliadas quanto a composicao de fibras
sollveis e insoluveis pelo método enzimatico-gravimétrico (n. 991.43) (Latimer,
2012) e lipideos por hidrélise acida e extrator de Butt (Zenebron, Pascuet e Tiglea,

2008). Os carboidratos foram calculados por diferencga.

4.3.4 Perfil de aminoéacidos

Para a analise de aminoacidos totais as amostras processadas foram
submetidas a uma hidrélise acida (HCI 6M; 110 °C; 22 horas) e, posteriormente,
foram filtradas em filtro PTFE 45 um. Apds a hidrolise, as amostras passaram por
uma derivatizacdo pré-coluna, seguida de analise de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo) com coluna em fase
reversa (LUNA C18, 100 A5 um, 4.6 mm x 250 mm) (Phenomenex, Torrance, CA,
USA) e detector UV a 254 nm (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japado). Os
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aminoéacidos foram quantificados por comparacdo utilizando uma curva padrao
construida com padrées da Thermo Scientific (Rockford, lllinois, EUA) e o DL-2-
aminobutyric acid (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) foi utilizado como padréo

interno.

4.3.5 Digestao gastrointestinal in vitro e bioacessibilidade

A andlise de digestdo gastrointestinal in vitro foi realizada de acordo com o
protocolo INFOGEST 2.0 (Brodkorb et al., 2019), cujo modelo contempla as trés
fases da digestdo humana: oral, gastrica e intestinal. A etapa preliminar foi
destinada aos ensaios de verificacdo das atividades enzimaticas, a preparacao dos
fluidos utilizados nas trés fases da digestdo e a realizacdo de ajustes nos
equipamentos a serem utilizados, garantindo o perfeito funcionamento durante a
andlise. As atividades enzimaticas foram testadas de acordo com o material
suplementar incluido no protocolo.

A segunda etapa da andlise incluiu os ensaios da digestao simulada, onde o
mesmo protocolo foi utilizado para todas as amostras. Para a fase oral, as amostras foram
misturadas com o fluido salivar simulado (SSF) na proporc¢édo 1:1 (p/v), foram adicionados
também CaClz 0,3 M e 0,5 mL de a-amilase salivar humana (75 U/mL). A mistura foi
incubada em banho termostatico a 37 °C por 2 minutos sob agitacéo. Para a fase gastrica
as amostras foram misturadas, na proporcdo de 1:1 (v/v) com fluido gastrico simulado
(GSF) e CaClz2 0,3 M. Na sequéncia, o pH foi ajustado para 3,0 utilizando HCI 6 M e a
enzima pepsina (2000 U/mL) foi adicionada. A mistura foi para um banho termostético a
37 °C sob agita¢éo por 120 minutos.

Para a fase intestinal, o quimo gastrico foi misturado com o fluido intestinal
simulado (ISF) na proporcéo de 1:1 (v/v) e com CaClz 0,3 M. O pH foi ajustado para 7 com
NaOH 6 M. Na sequéncia foi adicionada a enzima Pancreatina (100 U/mL) e incubada em
banho termostatico a 37 °C sob agitacdo por 120 minutos. Para interromper a reagéo, 0
digerido foi aquecido a 85 °C por 10 minutos, seguido de um resfriamento em banho
gelado. O material digerido foi centrifugado (Hermle Z 366 K Benchmark, Hermle
Labortechnik, Wehingen, Alemanha) por 20 minutos a 7000 g e 4 °C. Um esquema da

digestao pode ser visto na Figura 9.
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Mistura de alimento:

i Fluido salivar simulado (SSF) 1:1 (p/vol) e CaCl, 1,5 mM.
Fase oral { Enzima a-amilase salivar humana (75 U/mL).

| Incubacao sob agitagao (2 min, 37°C, pH 7,0).

E Fluido gastrico simulado (SGF) 1:1 (vol/vol) e CaCl, 0,15 mM.
| Enzima pepsina (2,000 U/mL).

| Incubagao sob agitagao (2 h, 37°C, pH 3,0).

— { Fluido intestinal ;.Tr;wal-a-d-c; (SIF) 1:1 (volivol) e CaCl, 0,6 mM. 1
intestinal En2|ma pancreatina (atividade de tripsinaa 100 U/mL). !
. Incubagao sob agitagdo (2 h, 37°C, pH 7,0). ]
____________________________________________________ J

i Banho termostatico a 85°C por 10 min. i
-_' Resfriamento em banho de gelo até temperatura ambiente. !
1

1

|

! Dlgerldo foi centrifugado a 7000g por 20 min a 4°C.

Figura 9 — Esquema da digestdo simulada.

As fragdes sollveis e insollveis foram separadas, e a fracdo soluvel foi filtrada
em membrana PTFE 0,45 um e congelada. A amostra de batata pré-frita assada foi
desengordurada antes da digestéo para eliminar o 6leo da fritura e manter o padréo de
digestdo em todas as amostras. Uma amostra controle foi incluida, contendo todos os
fluidos e enzimas do protocolo, mas com maltodextrina substituindo a amostra, conforme

indicado no protocolo INFOGEST. A acessibilidade foi determinada pela Equacao 1.

Phe na fracdo soluvel

Bioacessibilidade (%) = x 100 @)

Phe antes da digestao+Phe dos compostos digestivos

Os compostos digestivos se referem aos fluidos salivar, gastrico e intestinal, as enzimas

digestivas e ao cloreto de calcio, adicionados durante as etapas da digestao.

4.3.6 Cultura de células Caco-2

Células de adenocarcinoma de colon humano (Caco-2) foram adquiridas
do Rio de Janeiro Cell Bank (BCRJ, Rio de Janeiro, BR) e cultivadas em garrafa de
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75 cm? (Greiner Bio-One, Monroe, NC, USA), utilizando meio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM) (Gibco, Waltham, MA, USA) e suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB) (Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, BR), 23,8 mM de NaHCOs3
(Sigma-Aldrich, St. Lous, MO, USA), 1% de piruvato de sodio (Sigma-Aldrich, St.
Lous, MO, USA), L-glutamina (Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, BR), 1% de
aminoacidos nédo essenciais (Vitrocell Embriolife, Campinas, SP, BR) e 1% de
penicilina e estreptomicina (Sigma-Aldrich, St. Lous, MO, USA). As células foram
incubadas em estufa (SANYO MCO - 18AC COz2 Incubator, SANYO Electric Co.,
Ltd., Japdo) com atmosfera modificada com 5% de CO:2 e controle de umidade a
37°C e o meio de cultura foi trocado a cada dois dias.

As células foram cultivadas até atingirem a confluéncia de 80%, entao
foram destacadas utilizando 0,25% (v/v) de tripsina-EDTA. Para a andlise de
viabilidade celular, as células foram semeadas em microplaca preta de 96 pocos
com densidade de 2 x 10* células/poco. Para o ensaio de biodisponibilidade, as
células foram semeadas em placas de 6 pogcos com insertos semipermeaveis
(ThinCert™, Greiner Bio-One, Monroe, NC, USA) com densidade de 1x10° células

por poco.

4.3.7 Avaliacao da viabilidade celular (MTT)

A viabilidade celular foi avaliada pela fungcao mitocondrial de células viaveis
ao reduzir o 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) em compostos cristalinos de coloracao azul
ou roxa denominado Formazan. As células foram cultivadas em placa de 96 pocos
e incubadas com diferentes concentracdes de cada amostra (1:2; 1:50; 1:100; 1:500
e 1:1000) e 30 minutos antes do término da analise, o MTT 0,05 mg/mL) foi
adicionado aos pocos do tratamento. Apds esse periodo, o meio foi aspirado e
completamente substituido por dimetilsufoxido (DMSQO) e a placa foi agitada para
a dissolucao dos cristais. A absorbancia foi lida em leitor de microplaca (GloMax®
Explorer, Promega, WI, USA) simultaneamente nos comprimentos de onda 560 nm
e 650 nm. A reducéo do MTT foi calculada (abs 560 nm — abs 650 nm) e expressa

como a porcentagem do controle.
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4.3.8 Resisténcia elétrica transepitelial (TEER)

A medida da TEER foi realizada com a finalidade de avaliar a viabilidade e
integridade da monocamada de células. Utilizando um voltimetro Millicel ERS-2
(EMD Millipore Corporation, MA, USA), equipado com eletrodos (MERSSTX01
Electrode, EMD Millipore Corporation, MA, USA), foi medida a resisténcia de uma
corrente elétrica entre os eletrodos. As medicdes foram obtidas ao inserir o eletrodo
com a haste mais alongada na camara basolateral e a haste menos alongada na
camara apical, em um angulo de 90°, tomando cuidado para n&o entrar em contato
com a monocamada de células. Em cada poco as medidas foram realizadas em
triplicada, apés a estabilizacdo do equipamento, em dias alternados. As medidas,
assim como toda a manipulacdo das células ocorreram em capela de
biosseguranga para manter a esterilidade. A Figura 10 apresenta uma ilustragéo de

como é realizada a leitura da TEER.

TEER > 300 Q/cm2

Figura 10 - Medida da resisténcia elétrica transepitelial em monocamada de Caco-2. a)
llustragdo da leitura da TEER; b) Voltimetro e eletrodo. Fonte:
https://ebrary.net/24329/health/the_impact_of food_bioactives_on_health.

Um inserto sem células, contendo somente o meio de cultura, foi incluido
no estudo para avaliar a contribuicdo da membrana na resisténcia. As medidas

também foram realizadas em triplicata e o meio foi trocado a cada dois dias. O valor
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obtido foi subtraido das medi¢bes de TEER dos insertos com monocamadas. Os

valores de TEER foram mensurados através da Equacao 2.
TEER (Q X sz) = (Rmonocamada - Rbranco) X A (2)

Em que Ryonocamada € @ resisténcia da monocamada celular aderida a membrana
semipermeavel do inserto, Ry,qnco € @ resisténcia da membrana semipermeavel

sem as células e A é a area da superficie da membrana (4,2 cm?).

4.3.9 Ensaio da biodisponibilidade

Para a andlise de biodisponibilidade foram utilizadas células Caco-2
intestinais humana de acordo a metodologia descrita em Liang, Kim e Dallas (2022)
com modificaces. Células Caco-2 (passagem 42) foram semeadas em insertos de
membrana semipermeaveis de 0,4 um em placas com 6 pocos na densidade de
1x10° e cultivadas em meio de cultura por 23 dias, até a confluéncia e diferenciacéo.
Antes do experimento, as células foram lavadas duas vezes aspirando o meio e
substituindo por HBSS. Apds, o HBSS foi novamente substituido e os insertos
foram incubadas por 15 minutos em estufa (SANYO MCO — 18AC CO: Incubator,
SANYO Electric Co., Ltd., Japdo) com atmosfera modificada com 5% de CO: e
controle de umidade a 37°C.

Ao inicio da analise, a amostra, diluida 1:100 em HBSS foi adicionada no
lado apical e o HBSS do lado basal foi trocado, em seguida, a placa foi incubada
por 2 h. Apbs esse periodo, as solucbes apical e basal foram coletadas e

armazenadas a -12+1°C até a analise posterior. A biodisponibilidade foi

determinada por meio da Equacéo 3.

BlOdlSpOTllbllldade (%) — PHE|qdo basal apds incubagio celular X 100 (3)

PHEjq4d0 apical antes da incubagio celular
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4.3.10 Ensaios de permeabilidade do corante Lucifer Yellow

Para a avaliar a permeabilidade do corante Lucifer Yellow (LY) apds o
ensaio de biodisponibilidade foi utilizada a metodologia descrita por Hwang, Lee,
Kim (2020). Apo6s a andlise de biodisponibilidade, as células foram lavadas trés
vezes com HBSS. O HBSS foi aspirado e substituido por 1,5 mL de Lucifer Yellow
100 pg/mL no compartimento apical de cada um dos pocos de estudo e 2,5 mL de
HBSS foi adicionado no compartimento basolateral. A placa foi incubada em estufa
(SANYO MCO - 18AC COz2 Incubator, SANYO Electric Co., Ltd., Jap&do) com
atmosfera modificada com 5% de CO:z por 1 h a 37 °C com papel aluminio para
protecdo contra a luz. Aliguotas de 150 pL foram coletadas dos compartimentos
apical e basolateral e foram adicionadas em microplaca preta de 96 pogos. A
fluorescéncia foi lida usando um leitor de microplacas nos comprimentos de onda
de excitacao de 485 nm e emissao de 535 nm. A porcentagem da passagem do LY

através da monocamada foi calculada pela Equacéo 4.

(Amostra —Branco)

Permeabilidade (%) = x 100 (4)

(Lucifer Yellow—Branco)

4.4 ANALISE ESTATISTICA

As andlises foram realizadas em triplicata e duplicata e os resultados
apresentados sdo as médias dos resultados de cada analise, com 0s respectivos
desvios padrdo. As diferencas entre as médias dos resultados foram avaliadas
estatisticamente por Andlise de Variancia (ANOVA), aplicando-se o Teste de Tukey,
nivel de confianca de 95%, com o auxilio do software Statistica® 14.1.0 (TIBCO
Software Inc, Palo Alto, CA, EUA).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SELECAO DAS MATRIZES ALIMENTARES: PESQUISA DE ADESAO E
DIFICULDADES AO TRATAMENTO

As matrizes alimentares analisadas foram selecionadas por meio de um

guestionario semiaberto, aplicado a trés grupos: 1) pacientes com fenilcetonuria
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maiores de 18 anos, 2) responsaveis por pacientes com fenilcetondria menores de
18 anos e 3) profissionais de salude que acompanham esses pacientes. Ao todo,
foram obtidas 66 respostas. Contudo, trés foram excluidas, pois o0s participantes
Nao aceitaram prosseguir com a pesquisa apos lerem o termo de consentimento
livre e esclarecido, necessario para a continuidade do estudo.

Das 63 patrticipacbes validas, 61,9% (39 respostas) foram de pais ou
responsaveis por pacientes com fenilcetonuria, 30,2% (19 respostas) de pacientes
com fenilcetonaria e 7,9% (5 respostas) de profissionais de saude que

acompanham esses pacientes, o0 que pode ser observado na Figura 11.

Perfil dos participantes (%)

30,2

61,9

Pacientes com PKU = Pais ou responsaveis por um paciente = Profissionais da satde

Figura 11 — Gréafico com o perfil dos participantes da pesquisa.

Visando conhecer os anseios e possiveis dificuldades para se manter a
dieta, o questionario foi composto com algumas questdes sobre os hébitos de
pacientes que seguem a dieta restrita em proteinas naturais, com suplementacao
de aminoacidos livres como tratamento para a doenca.

Quando questionados sobre a existéncia de alguma dificuldade em manter
a dieta restrita, o0 estudo demonstrou que 0s principais fatores responsaveis pela
dificuldade na adeséo ao tratamento da doenca incluem a dificuldade de encontrar
alimentos hipoproteicos fora de casa (restaurantes, escolas etc.), o alto custo no
valor desses alimentos e a vontade de consumir alimentos proteicos nao permitidos

na dieta. Também, foram elencados o gosto ruim da formula de aminoéacidos livres
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e as poucas opcles de grupos de alimentos que podem ser consumidos, como
pode ser observado na Figura 12. Esses resultados mostram que existe um gargalo
no que se refere a dieta relacionada ao tratamento, uma vez que os alimentos

permitidos sdo em quantidades restritas.

Dificuldade de encontrar alimentos — 34

hipoproteicos fora de casa

Alto custo dos alimentos _ 29

hipoproteicos

Vontade de consumir alimentos _ o8

proteicos

Gosto ruim da formula || R 25
Pouca opcao de alimentos I

disponiveis

Dificuldade na obtencéo da
formula . o

Mudancas da formula | 1

Atraso na entrega das formulas F 1

0 10 20 30 40
Nlmero de respostas

Figura 12 - Desafios apontados pelos participantes da adesdo ao tratamento da
fenilcetondria.

A Figura 13 apresenta os principais alimentos mencionados pelos
pacientes, citados ao menos uma vez. Quando questionados sobre os alimentos
liberados na dieta, dos quais esses pacientes gostariam de se alimentar em maior
quantidade, o arroz e a batata, incluindo a batata frita, foram os mais apontados.
Outros alimentos como péo, macarrdo, banana e mandioca, também foram citados

em quantidades razoaveis.
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Figura 13 — Alimentos em ordem decrescente de citacdo no questionario.

Esses resultados sugerem a importancia da realizacéo de estudos sobre a
biodisponibilidade do aminoé&cido fenilalanina, para trazer informacdes que auxiliem
na regulacédo alimentar. Esse conhecimento, poderia ajudar e entender as faixas de
liberacdo e absorcdo desse aminoacido em funcdo dos outros componentes da
matriz alimentar. Sabe-se que alguns componentes, como as fibras alimentares,
podem interferir na digestao das proteinas (Zhu, 2020; Amarowicz, Korczakowska,
Smoczynska 1988), o que permitiria um possivel aumento no consumo de
alimentos que sao, até entdo, apenas parcialmente liberados. Pela Figura 10, é
possivel verificar que a batata e o arroz consistiram na preferéncia de maior
guantidade de consumo pelos entrevistados. Sendo assim, essas matrizes foram

selecionadas para dar prosseguimento aos estudos de biodisponibilidade.

5.2 COMPOSICAO CENTESIMAL DAS MATRIZES ALIMENTARES
SELECIONADAS E PERFIL DE AMINOACIDOS

Com a finalidade de ampliar o escopo do estudo as matrizes de arroz
consistiram em arroz cozido branco e integral e a batata nos formatos cozida e pré-

frita assada, conforme o consumo. A composi¢cao centesimal do arroz branco
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cozido, arroz integral cozido, batata cozida e batata pré-frita assada consta na
Tabela 3. Os valores médios foram expressos em g/100 g de amostra em base

Uumida para permitir comparacao com os dados da literatura.

Tabela 3 — Composi¢do centesimal das amostras de arroz cozido e batatas
processadas, expressos em g/100g de amostra em base Umida.

Componentes (%) Arroz .Arroz Batfata B.atata pré-
branco integral cozida frita assada
Umidade 67,32+0,02 72,72+0,27 81,98 +0,08 48,21 + 0,47
Lipideos 0,32 +0,01 0,96 £ 0,11 0,07 £ 0,01 8,43+ 0,15
Cinzas 0,16 £ 0,00 0,38 £ 0,00 0,64 = 0,02 1,85+ 0,04
Proteinas 3,19+0,03 2,46 £ 0,09 2,00 £ 0,05 4,66 + 0,06
Carboidratos totais* 29,01 23,48 15,31 36,85
Fibras 1,79+ 0.04 2,12 +0.01 1,83 £0.05 7,10 + 0,20

Os valores sao as médias + desvios padrdo. *Calculado por diferenca: 100 — (g/100 g umidade +
0/100g lipideos + g/100g cinzas + g/100g proteinas).

A principal fonte de energia de alimentos a base de amido como o arroz e
a batata sdo os carboidratos. O arroz branco cozido apresentou 29,01 g/100 g de
carboidrato, enquanto o arroz integral cozido apresentou 23,48 g/100 g. Ja a batata
pré-frita assada apresentou 36,85 g/100 g de carboidratos em sua composicao, e
a batata cozida 15,31 g/100 g.

O arroz é um cereal composto basicamente por carboidratos na forma de
amido, e pequenas quantidades de proteinas, lipideos, fibras, vitaminas e minerais.
Sua composicdo varia de acordo com o0 ambiente, 0 manejo, a variedade, o
processamento e 0 armazenamento, produzindo grdos com qualidade nutricional
variada (Walter, Marchezan, Avila, 2008).

A diferenca entre o teor de carboidratos do arroz branco para o arroz
integral pode ocorrer devido aos processos aos quais o arroz é submetido antes de
chegar ao consumidor, como polimento e retirada da casca. Como os nutrientes do
arroz ndo sao uniformemente distribuidos nas diferentes fracdes dos gréos,
maiores concentracdes de proteinas, lipideos, fibras, minerais e vitaminas, estao
localizadas nas fracdes mais externas do grdo, enquanto os carboidratos ficam
retidos em seu interior (Walter, Marchezan, Avila, 2008). Devido a essa

caracteristica de distribuicdo nutricional, processos como o polimento do arroz,
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implica na reducao do teor de nutrientes ao remover as camadas mais externas,
enguanto ndo se altera as quantidades de amido (Storck, Silva, Comarella, 2005;
Walter, Marchezan, Avila, 2008).

Os valores de carboidratos encontrados na Tabela 2 (29,01 g/100g para o
arroz branco e 23,48 g/100g para o arroz integral) corroboram com os valores
tipicos para esse alimento, que variam entre 28 e 29 g/100g para o arroz branco e
23 e 26 g/100g para o arroz integral (TACO, 2024; TBCA, 2024; USDA, 2024).

A batata € um tubérculo de origem andina muito cultivado e consumido em
todo mundo devido sua versatilidade e composi¢cdo nutricional. E constituida
predominantemente por carboidratos, principalmente na forma de amido. Os teores
dos macro e micronutrientes da batata variam de acordo com a cultivar, o solo, o
clima, entre outros fatores que influenciam em sua composicdo (Raigond et al.,
2020; Robertson et al., 2018).

Com relacédo as concentracdes de carboidratos nas amostras estudadas,
foi encontrado maior teor na batata pré-frita assada 36,85 g/100g em comparagao
com a batata cozida 15,31 g/100g. Essa constatacdo pode ser explicada pelo tipo
de processamento empregado, pois 0 processo de fritura, promove a concentracao
dos carboidratos ao reduzir o teor de umidade, enquanto durante o cozimento a
matriz absorve agua, diluindo os demais compostos. Esses valores corroboram
com os valores tipicos para esse alimento, que variam entre 32 e 36 g/100g de
carboidratos para a batata frita e 11 e 20 g/100g para a batata cozida (TACO, 20245,
TBCA, 20245; USDA, 2024').

A batata pré-frita assada apresentou o maior teor de fibras (7,10g/100g),
provavelmente ocasionado pelo processo de fritura, que ao reduzir o teor de agua
promove o aumento da matéria seca do produto. Valor semelhante pode ser
encontrado na tabela TACO (8,10 g/100g). No entanto, h4 uma divergéncia nos
valores disponibilizados nas tabelas TBCA e USDA (3,16 e 3,20 respectivamente),

que pode estar ligado a variedade da batata utilizada nas analises. Os teores de

5 Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos — TACO. Disponivel em:
https://lwww.tabelatacoonline.com.br/. Acesso em: novembro de 2024.
6 Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos — TBCA. Disponivel em:

https://www.tbca.net.br/base-dados/composicao_alimentos.php. Acesso em novembro de 2024.
7 United State Department of Agriculture — USDA. Disponivel em: https://fdc.nal.usda.gov/.
Acesso em: novembro de 2024.
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fibras das amostras de arroz, sdo semelhantes aos encontrados na literatura. As
tabelas de composicao nutricional descrevem valores para o arroz integral e branco
de 2,14 e 1,28 (TBCA), 2,7 e 1,6 (TACO), respectivamente.

Com relacdo a proteina, a batata pré-frita assada apresentou o maior teor
entre as amostras (4,66 g/100g), provavelmente devido ao processamento em que
a amostra pré-frita congelada foi assada em forno por conveccdo que altera a
composicao proporcional dos nutrientes. Entre as amostras de arroz, o arroz branco
apresenta um aumento discreto com relacéo ao arroz integral (3,19 e 2,46 g/100g
respectivamente), isso se deve, provavelmente, a reducao das fibras e gorduras
presentes nas camadas mais externas dos gréos, 0 que aumenta a proporcao
relativa de proteina no grao polido.

A Tabela 4 apresenta uma comparacao entre os valores da composi¢cao
centesimal das amostras analisadas, com os valores encontrados na literatura nas
tabelas de composicdo nutricional TBCA, TACO e USDA. Na ultima coluna da
tabela, é possivel observar o valor absoluto da diferenca entre os valores
experimentais e a média dos valores de referéncia. Nesta coluna, quanto mais
préximo de zero, mais semelhante serdo os valores comparados. Nota-se que
alguns componentes, em determinadas amostras, apresentaram uma acentuada
diferenca em relacdo aos dados da literatura, como por exemplo os lipideos e
carboidratos da amostra de batata pré-frita assada, com uma diferenca de 2,64 e
2,75, respectivamente. Uma constatacdo realizada é que essas diferencas
apresentam um erro externo associado, onde os dados da literatura destoam muito
entre si, e consequentemente dos dados experimentais. Outro fator de impacto esta
relacionado com a existéncia de distintos fatores que influenciam na composicao
centesimal de um alimento, tais como o periodo em que foi plantado, o tipo de solo,
a variedade do alimento, o armazenamento pés-colheita, o preparo da amostra,
entre outros. Vale ressaltar que os valores encontrados experimentalmente, mesmo
com alguma diferenca entre um ou outro dado obtidos na literatura, ainda se

encontra dentro de uma faixa dos valores que foram encontrados nessas tabelas.
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Tabela 4 — Composicado centesimal das amostras do estudo comparadas aos

valores encontrados na literatura em base Umida.

Composicéao Dados
_ _ TBCA TACO USDA Diferenca*
(g/1009) experimentais

s Umidade 48,21 + 0,47 49,00 44,10 52,90 0,46
% Lipideos 8,43 + 0,15 11,90 13,10 8,20 2,64
g Cinzas 1,85 + 0,04 2,34 2,20 1,43 0,14
f’; Proteinas 4,66 + 0,06 4,04 5,00 3,44 0,50
§ Carboidratos 36,85 32,70 35,60 34,00 2,75
§ Fibras 7,1+0,20 3,16 8,10 3,20 2,28
Umidade 81,98 + 0,08 85,50 86,4 77,5 1,15

ks Lipideos 0,07 + 0,01 0,05 Tr 0,1 0,01
§ Cinzas 0,64 + 0,02 0,92 0,5 0,72 0,07
g Proteinas 2,00 + 0,05 1,33 1,2 1,71 0,59
8 Carboidratos 15,31 12,20 11,9 20 0,61
Fibras 1,83 + 0.05 1,47 1,3 1,8 0,31

o Umidade 67,32 + 0,02 66,40 69,1 67,87 0,47
N Lipideos 0,32 + 0,01 1,60 0,2 0,37 0,40
§ Cinzas 0,16 + 0,00 0,33 0,1 ND 0,06
3 Proteinas 3,19 + 0,03 2,41 2,5 2,54 0,71
g Carboidratos 29,01 29,30 28,1 28,98 0,22
= Fibras 1,79 + 0.04 1,28 1,6 0 0,83
IS Umidade 72,72 +0,27 71,7 70,1 70,03 2,11
> Lipideos 0,96 +0,11 2,03 1 1,12 0,42
c_z Cinzas 0,38 + 0,00 0,83 0,5 ND 0,29
&  Proteinas 2,46 + 0,09 2,46 2.6 2,45 0,04
'; Carboidratos 23,48 23 25,8 25,89 1,42
s Fibras 2,12 +0.01 2,14 2,7 1,0 0,17

Os valores dos dados experimentais sdo médias + desvios padrdo, resultado em triplicata (n=3). Tr = tragos;
ND= Nao disponivel. *A Gltima coluna representa o valor absoluto da diferenca entre os dados experimentais
deste trabalho e a média dos valores da literatura utilizados para fins de comparag¢éo. Carboidratos foram
calculados por diferenga: 100 — (g/100 g umidade + g/100g lipideos + g/100g cinzas + g/100g
proteinas).

Na Tabela 5 podemos observar o teor de aminoacidos das amostras
processadas. Os principais aminoacidos presentes nas amostras de arroz branco
e arroz integral foram o acido glutamico, a arginina, o acido aspartico e a leucina.

7

Desses aminoacidos, somente a leucina é indispenséavel, pois é obtida apenas
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através da alimentacao. A lisina aparece como o aminoacido limitante. Embora os
perfis das amostras sejam semelhantes, € possivel notar que no arroz integral a
concentracdo dos aminoacidos € menor, o que € compativel ao que foi encontrado
na composicao centesimal. Como constatado, a amostra de arroz integral
apresenta um menor teor de proteina do que a amostra de arroz branco, devido ao
maior teor de fibras. H4 uma grande variabilidade no teor de fenilalanina entre as
amostras de arroz branco e arroz integral (168,24 mg/100 g e 120,98 mg/100 g,
respectivamente, que sera discutido com mais detalhes na se¢éo 5.3.

Com relacao ao perfil de aminoacidos das amostras de batata provenientes
de diferentes métodos de processamento, € possivel identificar que os principais
aminoacidos presentes nas amostras sao o acido glutamico, acido aspartico, a
arginina, a leucina e a lisina. Para essas amostras, a metionina se apresentou como
0 aminoacido limitante.

Como ocorre entre as amostras de arroz, também é possivel observar
algumas diferencas com relacdo a concentragdo de aminoacidos nas amostras de
batata. Embora apresentem perfis parecidos, a amostra de batata pré-frita assada
apresenta uma concentracao de aminoacidos pelo menos duas vezes maior do que
a concentracdo de aminoacidos das amostras de batata cozida. Isso se justifica ao
avaliar a porcentagem de proteina das amostras, que aumenta proporcionalmente
para a batata pré-frita assada (4,66 % para a batata pré-frita assada e 2,00 % para

a batata cozida).
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Tabela 5 — Perfil de aminoacidos das amostras processadas.

Amino acido AMOSTRAS (mg/ 100 g)
Arroz branco  Arroz integral Batata Batata pré -
(AA) cozido cozido cozida frita assada
Essenciais
His 57,7610,54 46,29+0,52 30,50+2,32 70,13+£7,10
lle 113,82+0,43 84,57+0,11 62,711£0,04 155,5610,18
Leu 231,61£0,16  172,35#0,11  111,821+0,14  278,41+0,08
Lys 101,18+1,20 80,35+0,20 100,45+£1,16  239,0545,72
Met 20,47+0,37 26,79+0,97 5,75+0,59 42,43+0,79
Phe 168,24 +1,21  120,98+0,17 84,20+0,01 222,55%0,93
Thr 101,27+1,46 70,62+4,04 78,45+1,10 188,08+1,27
Trp ND ND ND ND
Val 156,55+0,24  118,77+0,30  92,35+0,54 212,86+0,28
Nao essenciais
Ala 156,30+0,08  123,85+0,04  66,71+0,25 159,68+0,98
Arg 271,09+0,29  200,36+2.03  154,45+0,04 342,85+4,26
Asp 258,17+1,97  189,57+0,46 334,47+0,82  824,69+0,55
Cys 51,6510,43 41,16+1,24 26,96+1,10 72,14+13,43
Glu 507,93+1,36  367,13+0,55 370,5310,71  845,33+4,07
Gly 125,81+0,62  100,32+0,83  60,64+0,15 148,15+£3,13
Pro 126,9910,64 96,34+0,67 59,4610,26 149,4114,69
Ser 142,76+0,86  105,14+0,37  72,27+0,09 170,0014,20
Tyr 95,9110,14 78,69+0,13 63,17+0,22 154,24+2,85
Distribuicao

Hidrofébico* 973,96 743,63 482.98 1220.88

Hidrofilico 1196,12 883,69 990.40 2322.05

Neutro 517,39 395,92 301.48 732.60

Os valores dos dados experimentais sdo médias + desvios padréo, resultado em duplicata (n=2).
Hidrofilicos: Ala, Val, Met, Phe, Leu, lle, Pro, Trp; Hidrofébicos: Arg, Asp, His, Lys, Glu; Neutros:
Ser, Gly, Thr, Tyr, Cys; Asp= Acido Aspartico, Ala= Alanina, Arg= Arginina, Glu= Acido Glutamico,
Gly= Glicina, His= Histidina, Cys= Cistina, lle= Isoleucina, Leu= Leucina, Lys= Lisina, Met=
Metionina, Phe= Fenilalanina, Pro= Prolina, Ser= Serina, Thr= Treonina, Trp= Triptofano, Tir=
Tirosina; Val= Valina.

ND — néo determinado.

* Faltam os valores de triptofano.

Em alimentos cujo teor proteico seja inferior a 3%, a fenilalanina representa

menos de 0,1% do alimento, dificultando sua quantificacdo analitica (Lanfer-
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Marquez et al., 1997). Ha uma correlacéo entre o teor de proteina de diferentes
categorias de alimentos e a proporcao de fenilalanina, sendo possivel estimar o
valor desse aminoacido com precisdo adequada, a partir do teor proteico, utilizando
um fator de conversdo de nitrogénio adequado para cada tipo de proteina
(Guimaréaes, Lanfer-Marquez, 2002). O teor de fenilalanina presente nos diferentes
tipos de matrizes alimentares varia de 4% a 6% das proteinas, dependendo da sua
origem (MacDonald et al., 2011). Para alimentos vegetais, estima-se que a
fenilalanina representa cerca de 3% a 5% da proteina do alimento (Guimaraes,
Lanfer-Marquez, 2002; Lanfer-Marquez et al., 1997), coerente com o que foi
observado para as amostras processadas (arroz branco cozido 5%, arroz integral

cozido 5%, batata cozida 4% e batata pré-frita assada 5%).
5.3 BIOACESSIBILIDADE DA FENILALANINA

Neste estudo a fenilalanina apresentou variacdes entre os diferentes
alimentos e formas de preparo. Na Tabela 6 podemos observar a comparacéao
entre o teor de proteina e fenilalanina nas amostras processadas e digeridas de
arroz e batata, bem como a porcentagem de bioacessibilidade de cada amostra.
Como esperado as amostras com maior conteudo de proteina, mostram teores de
fenilalanina mais elevados. De acordo com a Tabela 6, 0 arroz branco apresenta
168,24 mg de fenilalanina por 100g de amostra antes da digestao e 20,35 mg/100g
de amostra apos a digestdo. J& o arroz integral apresenta 120,98 mg/100g antes
da digestdo e 23,61 mg/100g apds a digestdo. A batata cozida apresenta 84,20
mg/100g antes da digestdo e 23,37 mg/100g apos a digestdo e a batata pré-frita
assada apresenta 222,55 mg/100g antes da digestdo e 24,53 mg/100g apds a
digestdo. Esses resultados mostram que o teor de fenilalanina varia conforme o tipo
de alimento e o método de preparo e que reduz significativamente apés a digestéao

desses alimentos.
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Tabela 6 — Comparacdo do teor de proteina e fenilalanina das amostras

processadas e digeridas e porcentagem de bioacessibilidade in vitro.

Amostra processada

Amostra digerida

. Phe* . Bioacessibi-
Amostra Proteina Proteina Phe* : 0

(g/100g) ~ MI0G 00y (mgioog)  oede ()

g g amostra) g g g g
Arroz branco  3,19+0,03  168,24°*1,21 0,90+0,00 20,35*+0,19  26,80+0,07
Arrozintegral  2,46+0,09  120,98°+0,17 0,96+0,05 23,612+4,66  37,09+2,97
Batata cozida  2,00+0,05 84,208+0,01 0,88+0,00 23,374+1,65 48,45+1,39
Batata pre — 4,66+0,06  222,55%+0,93 1,09+0,00 24,53*+0,85  22,75+0,25

frita assada

*Concentragdo de fenilalanina em mg/100g subtraido o valor do branco da digestao.
Comparacao estatistica entre matrizes, letras minusculas para a matriz arroz e letras
maiusculas para a matriz batata. Letras iguais na mesma coluna ndo apresentam diferenca
estatistica significativa (p<0,05).

O processamento dos alimentos pode afetar a digestibilidade da proteina,

influenciando sua biodisponibilidade, uma vez que altera a taxa de digestédo e

absorcdo de proteinas. Isso pode afetar a cinética de digestdo e absorcao dos

aminoé&cidos que compde a proteina (Loveday, 2023).

A diferenca entre o teor de fenilalanina na batata pré-frita assada (222,55

mg/100g) em comparacao a batata cozida (84,20 mg/100g) pode ser explicada pela

perda de umidade durante o processamento térmico em forno por conveccgao e

entrada de agua na matriz durante o cozimento (umidade da batata cozida foi de

81,98%). O processamento térmico em altas temperaturas geralmente concentra

nutrientes, como proteinas e aminoacidos, pelo fato de a agua evaporar, deixando

uma quantidade proporcionalmente maior de compostos soélidos.

O efeito do processo sobre a matriz também pode ser observado para as

amostras de arroz em que o arroz branco apresentou um maior teor de fenilalanina

(168,24 mg/100g) em comparagao ao arroz integral (120,98 mg/100g) nas amostras

processadas. No entanto, apés a digestéo, os teores de fenilalanina apresentados

nas amostras de arroz, nao representaram diferenga estatistica significativa (arroz

branco 20,35 mg/100g e arroz integral 23,61 mg/100g) . Essa reducao no teor de
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fenilalanina nas amostras digeridas ocorreu, provavelmente, pela composicao da
matriz alimentar. O arroz € uma matriz que apresenta fibras alimentares em sua
composicao (1,79 g/100g para o arroz branco e 2,12 g/100g para o arroz integral),
e a presenca das fibras alimentares podem interferir na digestibilidade dos
aminoacidos. As fibras alimentares podem interagir com enzimas digestivas
(pepsina, tripsina e quimiotripsina), suprimindo a hidrélise enzimatica de
macronutrientes as proteinas (Zhu, 2020; Amarowicz, Korczakowska, Smoczynska
1988), dificultando sua digestédo e consequentemente a absor¢do dos aminoacidos.

A diferenca nos valores de fenilalanina antes e apos a digestdo esta
diretamente relacionada com o teor de proteina que foi digerida ou hidrolisada
durante o processo digestivo. Embora numa primeira avaliagdo tenha sido
constatado diferenca reduzida entre as amostras digeridas, referente ao contetdo
de fenilalanina, ndo ocorre diferenca significativa quando comparamos as amostras
de arroz entre si e as amostras de batata entre si. Os valores foram de 20,35
mg/100 g para o arroz branco, 23,61 mg/100 g para o arroz integral, 23,95 mg/100
g para a batata cozida e 24,83 mg/100 g para a batata pré-frita assada. Contudo,
os valores de bioacessibilidade desse aminoacido indicam diferencas tanto entre
as matrizes alimentares quanto entre as formas de processamento, sendo 26,80%
para o arroz branco, 37,09% para o arroz integral, 48,45% para a batata cozida e
22,75% para a batata pré-frita assada.

Esses resultados sugerem que o0 processamento térmico em temperaturas
elevadas influéncia na bioacessibilidade dos aminoéacidos. Loveday (2023), afirma
que o processamento térmico pode causar reacdes quimicas nos aminoacidos que

podem influenciar em sua absorgéo.
5.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

A viabilidade das células foi mensurada através do ensaio de MTT para
avaliar se as amostras de arroz branco cozido, arroz integral cozido, batata cozida
e batata pré-frita assada eram citotoxicas para células Caco-2 e, assim, determinar
as diluicdes seguras para aplicacdo no ensaio de biodisponibilidade (1:2, 1:50,
1:100, 1:500 e 1:1000). Este ensaio fornece informacdes sobre o estado metabdlico
das células, uma vez que somente células vidveis, ou seja, que possuam

metabolismo ativo, sdo capazes de converter o MTT (composto de coloracdo
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amarelo), em formazan (composto de coloracdo roxa), sendo a cor um marcador
importante para essa determinacéo (Riss et al., 2004; Amigo, Hernandez-Ledesma,
2020).

Conforme pode ser observado na Figura 14, nenhuma das concentracdes
testadas apresentou citotoxicidade para as matrizes escolhidas. Contudo, a
amostra controle (branco) da digestdo nas concentracfes mais altas como 1:2 e
1:50 diminuiu a viabilidade celular para 80% e 85%. Uma viabilidade inferior a 50%
indica atividade mitocondrial reduzida (Elendran et al., 2019) e, portanto, sao
considerados citotoxicos. Nenhuma das diluicbes utilizadas apresentaram
viabilidade celular inferior a 80%, indicando que os compostos testados ndo sao

citotdxicos e séo seguros para aplicacao celular.

200 -
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Viabilidade celular (%)

1:2 1:50 1:100 1:500 1:1000
Diluicdo do digerido

® Arroz branco m Arroz integral Batata cozida
H Batata pré-frita assada ® Branco da digestao

Figura 14 - Efeito das diferentes diluicdes das amostras na viabilidade celular em Caco-
2. Os dados sao expressos em média + DP (n=4).

A concentracao 1:100 foi a maior concentragao utilizada em que ndo houve
morte celular tanto para as amostras digeridas das matrizes como para o branco
da digestdo que € composto basicamente por enzimas digestivas (controle).
Portanto, essa diluicdo foi a selecionada por ser considerada segura para 0S

ensaios de biodisponibilidade.
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5.5 AVALIACAO DA MONOCAMADA DE CELULAS CACO-2

A medicao da resisténcia elétrica transepitelial (TEER) € um método néo
invasivo de verificar, quantitativamente, a integridade da monocamada celular
(Srinivasan et al., 2015). Medi¢bes da TEER foram empregadas para avaliar a
integridade da monocamada de células Caco-2 formada acima da membrana
semipermeavel de cada um dos insertos. Valores acima de 300 Q x cm?indicam a
formacdo de uma monocamada celular confluente que apresenta caracteristicas
morfolégicas e funcionais de célula intestinais (Elendran et al., 2019; Tan et al.,
2023).

A Figura 12 representa o grafico de leitura da TEER que foi realizada
durante 22 dias. Cada linha representa o crescimento celular em um poco. E
importante ressaltar, que nessa etapa, todos os insertos continham apenas células
e 0 meio de cultura. No entanto jA estavam programados para quais amostras
receberiam posteriormente. No 23° dia as amostras foram distribuidas na placa de
cultivo celular, sendo: no poc¢o 1 o digerido de arroz branco, no poco 2 o digerido
de batata cozida, no poco 3 o digerido de arroz integral; e, por fim, o digerido de
batata pré-frita assada foi adicionado ao inserto do poco 4.

Através Figura 15, verifica-se que a partir do 17° dia de cultivo, todos os
pogos apresentaram TEER >300 Q x cm?, permanecendo dentro do intervalo de
399 e 634 Q x cm? no 22° dia de cultivo, indicando confluéncia celular aceitavel para
a continuidade do estudo. Também, é possivel identificar as fases de crescimento
celular. No primeiro dia, momento da inoculacédo das células, ndo € a realizada a
medida da TEER.
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Figura 15 — Valores de TEER da monocamada de células Caco-2 mensurados ao longo
do tempo de crescimento celular e diferenciagdo. A) adesdo das células e inicio do
crescimento, B) formag&o da monocamada celular, C) aumento da densidade de células e
inicio da diferenciacdo e D) monocamada densa e diferenciagcdo completa.

Entre o 3° e 0 5° dia (segmento A), observa-se a adesdo das células na
membrana semipermeavel do inserto e o inicio do crescimento celular. A partir do
5° dia de cultivo, até o 10° dia (segmento B), a medida da TEER demonstra uma
estabilidade, indicando o estagio de crescimento celular e formacdo da
monocamada. Entre o0 10° e 0 17° dia (segmento C), pode-se observar um aumento
expressivo da medida da TEER, o que indica o crescimento exponencial das células
e o inicio de sua diferenciacdo. A partir do 17° dia (segmento D) é possivel observar
algum aumento da TEER, mas este ainda apresenta alguma estabilidade, indicando
um modelo de monocamada denso e diferenciado.

Estas observacdes séo similares com o que foi encontrado por Zhang et al.
(2022), cujo modelo celular demonstrou a adeséo das células ao 3° dia de cultivo,
formacdo de uma monocamada celular completa a partir do 7° dia, aumento na
densidade das células e inicio da diferenciacdo a partir do 13° dia, e a formacéo de
uma monocamada densa e diferenciada a partir do 17° dia de cultivo.

Outro método para verificar a integridade da monocamada € a aplicagcéo do
Lucifer Yellow (LY) em cada um dos pocos apoés a analise de biodisponibilidade. O
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Lucifer Yellow € um corante fluorescente hidrofilico de baixa permeabilidade e
facilmente detectavel, que pode atravessar a monocamada celular através do
espaco paracelular e juncdes estreitas, sendo muito utilizado para avaliar a
absorcdo passiva (Ferrareto et al., 2018). Além da avaliacdo da integridade da
monocamada celular e da permeabilidade paracelular, o LY pode ser utilizado para
determinar se a concentracdo da amostra testada pode afetar a integridade da
monocamada (Pratt et al., 2012).

Uma permeabilidade aceitdvel de transferéncia do LY do lado apical para o
basolateral é de 3% (Pratt et al., 2012). Porcentagens de permeabilidade maiores
gue 3% podem indicar alteracBes nas juncdes estreitas e a presenca de lesdes ou
falhas na monocamada celular. O calculo da permeabilidade envolve a
quantificacdo da fluorescéncia do Lucifer Yellow no compartimento basolateral em
comparacao a quantidade inicial adicionada ao compartimento apical.

Na Figura 16 consta o grafico da porcentagem de permeabilidade do
corante adicionado a cada um dos poc¢os contendo o0 mesmo conjunto de células
em que se analisou a biodisponibilidade. As amostras de arroz integral, batata
cozida e batata pré-frita assada apresentaram diferenca estatistica significativa em
relacdo ao controle. J4, a amostra arroz branco apresentou permeabilidade
estatisticamente igual ao controle e a amostra de arroz integral.

Esses resultados indicam que as amostras de arroz integral, batata cozida e
batata pré-frita assada apresentaram alguma influéncia sobre a permeabilidade do
Lucifer Yellow quando relacionada com o controle (monocamada integra em que
nao foi adicionada amostras), diferente da amostra de arroz branco, que foi
estatisticamente igual ao controle. E importante destacar que todas as amostras
apresentaram valores de permeabilidade inferiores a 1 %, satisfazendo o limite
indicado pelo método (3 %). Os valores encontrados demonstram que as
monocamadas estavam intactas antes da avaliagdo da biodisponibilidade das
amostras, e que apos o teste de biodisponibilidade, a monocamada celular

permaneceu integra em todos os insertos.
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Figura 16 — Permeabilidade do corante Lucifer Yellow (%) para cada uma das amostras,
comparadas com a permeabilidade do controle. Letras mindsculas indicam diferenca
estatistica significativa entre as amostras (p<0,05).

5.6 BIODISPONIBILIDADE DA FENILALANINA

A Tabela 7 apresenta o teor de fenilalanina apical e basal ap6s 2 h de
incubacdo em células Caco-2. A fenilalanina apical reflete a quantidade deste
aminoacido que estaria acessivel para absor¢cdo no lumen intestinal, enquanto a
fenilalanina basal mede o que efetivamente atravessaria o epitélio intestinal,
alcancando o sistema circulatorio. E possivel observar uma reducéo consideravel
na concentracdo da fenilalanina apical para a basal nas amostras cozidas (arroz
banco, arroz integral e batata). Essa reducdo impacta diretamente na
biodisponibilidade da fenilalanina nessas amostras, indicando uma baixa eficiéncia
de absorcao. Ao contrario da amostra de batata pré-frita assada, cuja diferenca de
concentracdo da fenilalanina apical para a basal ndo se mostrou expressiva,
levando a uma alta taxa de biodisponibilidade (95,50%).

A alta concentragdo de fenilalanina na batata pré-frita assada pode indicar
duas situacdes. 1) o processamento térmico da batata pré-frita assada reduziu o
teor de agua da amostra aproximadamente pela metade (1,70) quando comparado
a batata cozida, aumentando seu teor de proteina 2,33 vezes, consequentemente
aumentando o teor de fenilalanina na amostra. E 2) O processamento térmico,

principalmente as altas temperaturas ao qual o alimento foi submetido, pode ter
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promovido reacdes quimicas, como a reacao de Maillard (que ocorre através da
interacdo entre aminoacidos e acuUcares), possibilitando o surgimento de
compostos que apresentem caracteristicas similares a fenilalanina, ou que reaja
com os componentes da derivatizacdo durante a analise de aminoacidos, sendo
eluidos no mesmo tempo de retencdo da fenilalanina. Além disso, a reacdo de
Maillard em alimentos processados em altas temperaturas pode modificar as
cadeias laterais de aminodcidos, o que afetaria sua biodisponibilidade (Loveday,
2023). Em ambos os casos, € possivel dizer que o processamento ao qual um
alimento € submetido pode influenciar a forma como a fenilalanina é absorvida.

Ao nosso conhecimento, nosso estudo € pioneiro em mostrar que a baixa
biodisponibilidade da fenilalanina nas amostras de arroz e batata cozida pode ser
explicada pela composicdo da matriz, processamento, processos de transporte
celular, metabolizacdo e retencao que ocorrem durante a absorcao nas células.

A matriz alimentar vai influenciar a liberacdo da fenilalanina durante a
digestdo, entdo uma matriz que possui maior quantidade de fibras pode dificultar a
digestdo e absorcdo completa desse aminoacido, como por exemplo 0 arroz
integral que apresenta 2,12 g/100 g de fibras e bioacessibilidade de 1,43% em
relacdo ao arroz branco, que apresenta menor quantidade de fibras, de 1,79 g/100
g e notavelmente maior biodisponibilidade da fenilalanina (6,83%).

O processamento mais brando ao qual as matrizes foram submetidas
também pode ter influenciado na baixa biodisponibilidade da fenilalanina. Em uma
panela de pressao a temperatura de cozimento fica entre 115 e 120 °C e foi utilizado
tempos de 15 a 20 minutos. Ja o processo de pré-fritura e assamento (200°C por
20 minutos) aplicado a batata pode ter causado maior desnaturacédo da proteina,
disponibilizando os sitios para hidrélise das proteinas e consequentemente

liberando maior teor de fenilalanina biodisponivel.
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Tabela 7 — Biodisponibilidade das matrizes alimentares e teor de fenilalanina apical
e basolateral.

Fenilalanina apical*  Fenilalanina basal**  Biodisponibilidade

Amostra (mg/100 g) (mg/100 g) (%)
Arroz branco 20,88 £ 0,13 1,94 +0,74 6,83 +£0,15
Arroz integral 18,83 £ 0,04 0,27 £ 0,07 1,43 + 0,38
Batata cozida 15,52 + 0,47 0,37 £ 0,06 2,39+0,44

Batata pré- 111,41+ 1,99 106,38 + 0,40 95,50 + 2,07

frita assada

*A fracdo apical representa o teor de fenilalanina do digerido que ndo atravessou a monocamada
celular, aqui representando a barreira intestinal.

**A fracdo basal representa o teor de fenilalanina do digerido que atravessou a monocamada celular,
aqui representando a barreira intestinal, tornando-se biodisponivel.

A comparacdo entre os teores de fenilalanina inicial, bioacessivel e
biodisponivel nas diferentes amostras pode ser visualizada na Figura 17. E possivel
observar uma reducéo acentuada da fenilalanina inicial para a fracdo bioacessivel
nas amostras de arroz branco (de 168,24 mg/100 g para 20,35 mg/100 g), arroz
integral (de 120,98 mg/100 g para 23,61 mg/100 g) e batata cozida (de 84,20
mg/100 g para 23,37 mg/100 g). Essa reducao foi ainda maior para a fracéo
biodisponivel, com valores abaixo de 1,94 mg/100 g, indicando uma baixa
biodisponibilidade nessas amostras. Entretanto, a batata pré-frita assada
apresentou um teor de fenilalanina elevado (222,55 mg/100 g), e manteve um nivel
significativo na fracdo biodisponivel (106,38 mg/100 g), indicando alta

biodisponibilidade.
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6 CONCLUSOES

O questionario aplicado nesse estudo ressaltou os desafios enfrentados
por esses pacientes na adesdo ao tratamento. Dificuldades relacionadas a
disponibilidade e custo de alimentos hipoproteicos, bem como as restricbes
impostas pelas limitadas opcdes alimentares, e o sabor desagradavel da férmula,
foram evidenciados. Essas limitacBes refletem diretamente no cotidiano dos
pacientes e seus familiares, sendo muito importante estudos que busquem por
alternativas que flexibilizem ou personalizem as dietas.

Com relacdo ao questionario, 0 mesmo poderia sofrer modificacdes com
relacdo as perguntas, para torna-las mais claras, objetivas e coerentes com o
estudo. Um exemplo foi o fato de a batata ter sido muito citada no questionario, e
alguns a citaram como batata frita, especificamente. Uma pergunta mais especifica
gue detalhe a forma de preparo do alimento seria mais aproveitada.

Dentre os alimentos parcialmente liberados, o arroz e batata foram os
alimentos mais citados pelos participantes da pesquisa, indicando que gostariam
de aumentar o consumo desses alimentos, reforcando a importancia do estudo.

Os resultados mostraram que tanto os componentes da matriz alimentar

como o tipo de processamento do alimento afetam a bioacessibilidade e
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biodisponibilidade da fenilalanina. Embora as matrizes avaliadas tenham
apresentado contetdo de fenilalanina diferentes entre si, apds a digestéao os teores
desse aminoacido foram préximos. Essa semelhanca, entretanto, ndo afetou a
bioacessibilidade das amostras. A batata cozida e o arroz branco apresentaram os
maiores valores de bioacessibilidade, enquanto a batata pré-frita assada teve a
menor bioacessibilidade entre as amostras analisadas.

A batata pré-frita assada apresentou a menor bioacessibilidade da
fenilalanina, embora tenha sido a amostra em que a fenilalanina esteve mais
biodisponivel, provavelmente devido ao processo de pré-fritura e posterior
assamento em altas temperaturas que retirou agua da amostra e concentrou a
proteina ou devido ao surgimento de compostos provenientes de reacfes que
ocorrem em altas temperaturas. Dentre as amostras de arroz, o integral apresentou
a menor biodisponibilidade provavelmente devido sua composicao rica em fibra
alimentar, que interfere na digestdo proteica e consequentemente na
bioacessibilidade e biodisponibilidade da fenilalanina. Isso revela o quanto o
processamento do alimento pode impactar na bioacessibilidade e

biodisponibilidade dos nutrientes presentes nos alimentos.
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8 ANEXOS

8.1 Questionario aplicado aos pacientes ou responsaveis por pacientes

fenilcetondricos.

1) Vocé é:

a) Paciente com fenilcetonuria
b) Responséavel ou cuidador de um paciente com fenilcetonuria

c) Profissional responsavel por pacientes com fenilcetonuria

2) (Para pacientes com fenilcetonuria) Qual a sua idade?

2) (Para responséavel ou cuidador) Vocé é:
a) Pai/Mae de um paciente com fenilcetonuaria
b) Responséavel legal por um paciente com fenilcetonuria

c¢) Cuidador de um paciente com fenilcetonuria

2) (Para profissionais da saude) Qual a sua area de atuacao?

3) O paciente consome férmula de aminoécidos livres para complemento
da dieta?

4) O paciente sente alguma dificuldade em seguir a dieta para

fenilcetonuria?

a) Gosto ruim da férmula de aminoacidos

b) Dificuldade na obtencéo da formula através do SUS

c) Alto custo dos alimentos hiproteicos

d) Vontade de consumir alimentos hipoproteicos

e) Pouca opcéo de alimentos disponiveis

f) Dificuldade em encontrar alimentos hipoproteicos fora de casa

g) Nao possui dificuldades em seguir a dieta
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h) Outras

5) o consumo de frutas e legumes é livre?

6) O paciente consome as frutas e legumes abaixo? Indique a frequéncia.
a) Maca gala
b) Mamao
c) Manga
d) Melao
e) Pera
f) Uva
g) Cenoura
h) Chuchu

i) Mandioca

7) Existe algum alimento, dentre os disponiveis em sua dieta PKU, que
vocé gostaria de comer em maior quantidade do que o indicado? Se sim,

qual/quais?

8) Vocé participa de acbes informativas sobre formas de preparo de
alimentos hipoproteicos e opc¢des de substituicdo de ingredientes ndo permitidos

em receitas?

8.2 Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Bioacessibilidade e biodisponibilidade da fenilalanina ap6s a digestéo
in vitro.

NUumero do CAAE: 67002822.3.3001.5404

(Equipe de pesquisadores: Daniele Cristina da Silva Napoli; Maria Teresa

Bertoldo Pacheco; Renata Rodrigues Guirau)
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APRESENTACAO DA PESQUISA:

Vocé estd sendo convidado a participar da pesquisa "Bioacessibilidade e
biodisponibilidade da fenilalanina ap6s a digestdo”, que serd realizada na
Universidade Estadual de Campinas e no Instituto de Tecnologia de Alimentos, sob
responsabilidade da pesquisadora Daniele Cristina da Silva Napoli. As informacdes
presentes neste documento foram fornecidas pela pesquisadora Daniele Cristina
da Silva Napoli.

Este documento, chamado Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE), visa assegurar seus direitos como participante e sera disponibilizado por
meio virtual (formulério de pesquisa e anexo ao e-mail de contato). Este arquivo
deve ser salvo em local seguro e de facil acesso para uso futuro, ou deve ser
impresso e guardado.

Por favor, leia com atencéo e calma, buscando entender completamente a
proposta da pesquisa. Se tiver davidas sobre qualquer ponto da pesquisa ou de
sua participacédo, antes ou mesmo depois de concordar em ser participante da
pesquisa, vocé podera esclarecé-las com o(s) pesquisador( es) da equipe Daniele
Cristina da Silva Napoli; Maria Teresa Bertoldo Pacheco e Renata Rodrigues
Guirau pelos meios de contato descritos neste Termo. Se preferir, vocé pode
consultar seus familiares e/ou outras pessoas antes de decidir participar. Nao
havera qualquer tipo de penalizacdo ou prejuizo se vocé ndo quiser participar ou
se retirar sua autorizacdo em qualguer momento, mesmo depois de iniciar sua

participacdo nesta pesquisa.

INFORMACOES SOBRE ESTA PESQUISA:

Objetivos: O objetivo desta pesquisa sera consiste em avaliar a
biodisponibilidade da fenilalanina apos a digestdo de proteinas completas
provenientes de diferentes matrizes alimentares, avaliando o impacto metabdlico e
a interagcdo com a microbiota intestinal.

Importancia do estudo: o estudo busca a construcdo de conhecimentos

cientificos sobre a dieta de pacientes brasileiros com fenilcetonuria e até que ponto
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0 processo de digestdo de alguns alimentos permite que a fenilalanina se torne
biodisponivel para absorcao pelo organismo.

Procedimentos e metodologias: Sua participacdo no estudo consistira
em responder a um questionario semi-aberto que se encontra disponibilizado
virtualmente no link fornecido no e-mail, sobre o tema do Projeto de Qualificacédo
da pesquisadora Daniele Cristina da Silva Napoli, segundo objetivo explicitado
acima. O questionario possui de 9 a 10 questdes de multipla escolha ou aberta, nas
quais o participante vai responder sobre sua dieta e levara cerca de 5 minutos para
respondé-lo.

Os dados e informacdes obtidos durante esta pesquisa serdo armazenados
pelo periodo de 5 anos e apds esse periodo, os dados serdo excluidos. Os dados
seréo guardados pelos participantes da pesquisa e armazenados na huvem (google
drive) e se necessario, em repositorio de dados da UNICAMP. As informacfes
obtidas por meio pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua
participacdo, e ndo seré possivel identificar o participante através das respostas.
Os dados serédo utilizados para o direcionamento da pesquisa acima citada, na
escolha da matriz alimentar que sera submetida a tratamentos e analises in vitro.

Tratamento dos dados: Esta pesquisa prevé o armazenamento dos
dados, anonimizados, coletados nesta pesquisa, em repositorio institucional de
dados, em local virtual, de acesso publico, com objetivo de possivel reutilizacao,
verificacdo e compartilhamento, em trabalhos de colaboracao cientifica com outros
pesquisadores. Sua identidade nédo sera revelada nesses dados, pois 0s mesmos
serdo armazenados de forma an6nima (isto €, os dados nao terdo identificacéo),
utilizando mecanismos que impecam a possibilidade de associacdo, direta ou
indireta, com vocé. Cabe ressaltar que a pessoa que compartilhar os dados
anonimizados também néo terd possibilidade de identificar os participantes dos
quais os dados originaram. Sendo assim, ndo havera possibilidade de reversao da
anonimizacao.

Desconfortos e riscos previstos: Nao ha riscos previsiveis para 0s
participantes da pesquisa. O questionario sera respondido através de formuléario
Google, que apresenta os dados de forma anbnima, sem a possibilidade de
identificar o participante através das respostas. O questionario deve levar, em

meédia, cinco minutos para ser respondidos.
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Beneficios: O estudo ndo oferece beneficio direto para os participantes,
mas apresenta potencial para beneficio comunitario e cientifico. Os trabalhos
decorrentes dessa pesquisa contribuirdo para a constru¢cdo do conhecimento a
respeito da dieta de pacientes com fenilcetonaria.

Acompanhamento e assisténcia: Para qualquer duvida ou
esclarecimentos o participante podera entrar em contato com a pesquisadora
Daniele Cristina da Silva Napoli através do e-mail ou telefone disponibilizados neste
termo.

Forma de contato com os pesquisadores: Em caso de davidas sobre a
pesquisa, vocé podera entrar em contato com a pesquisadora Daniele Cristina da
Silva Napoli no endereco profissional Avenida Brasil, 2880, jardim Chapadao,
telefone (19) 98608-6227, e-mail: danielecristina.cs@gmail.com.

Forma de contato com Comité de Etica em Pesquisa (CEP): O papel do
CEP é avaliar e acompanhar os aspectos éticos de pesquisas envolvendo seres
humanos, protegendo o(a)s participantes em seus direitos e dignidade. Em caso de
duvidas, denuncias ou reclamacdes sobre aspectos éticos de sua participacao e
sobre seus direitos como participante da pesquisa, entre em contato com a
secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da UNICAMP (CEP-UNICAMP), de
segunda a sexta-feira, das 08:00hs as 11:30hs e das 13:00hs as 17:30hs a Rua:
Tessalia Vieira de Camargo, 126; CEP 13083-887 Campinas — SP; telefones (19)
3521-8936 e (19) 3521-7187; e-mail: cep@unicamp.br. Se houver necessidade da
intermediacdo da comunicacéo em Libras, vocé pode fazer contato com a Central
TILS da Unicamp no site: https://www.prg.unicamp.br/tils/ e solicitar ajuda para
comunicacdo com o CEP.

GARANTIAS AOS PARTICIPANTES:
Esclarecimentos: Vocé sera informado(a) e esclarecido(a) sobre os
aspectos relevantes da pesquisa, antes, durante e depois da pesquisa, mesmo se

esta informacg&o causar sua recusa na participa¢do ou sua saida da pesquisa. Os

resultados finais ou preliminares da pesquisa serdo divulgados em eventos
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cientificos, publicacbes e na dissertacdo da autora, que estara disponivel para
acesso publico em repositorios online.

Direito de recusa a participar e direito de retirada do consentimento:
Vocé tem direito de se recusar a participar da pesquisa e de desistir e retirar 0 seu
consentimento em qualquer momento da pesquisa sem que isto traga qualquer
penalidade ou represalias de qualquer natureza e sem que haja prejuizo para voceé.
A recusa em participar ou a retirada do consentimento ndo implicard em qualquer
penalidade ao participante frente as instituicdes ITAL e UNICAMP, nem prejudicara
o relacionamento com os profissionais dessas instituicdes ou os pesquisadores
responsaveis pela pesquisa.

Sigilo e privacidade: Vocé tem garantia que sua identidade serd mantida
em sigilo, e dados e/ou informagfes identificadas ou identificaveis ndo seréo
fornecidos a pessoas que ndo facam parte da equipe de pesquisadores. Na
divulgacao dos resultados deste estudo, informacfes que possam identifica-lo(a)
nao serdo mostradas ou publicadas. Em funcdo da natureza digital desta pesquisa,
nao é possivel garantir seguranca ou sigilo absoluto dos dados, mas todo cuidado
sera tomado pelos pesquisadores para garantir o sigilo de seus dados. Para maior
seguranca dos dados, serdo adotadas as seguintes medidas: os dados serdo
armazenados na nuvem com acesso mediante senha e somente a equipe de
pesquisa tera acesso aos dados.

Ressarcimento: Vocé ndo tera qualquer despesa por participar desta
pesquisa. Caso tenha gastos para participar desta pesquisa fora da sua rotina vocé
sera ressarcido integralmente de suas despesas.

Assisténcia, indenizacédo e medidas de reparacdo: Vocé tem direito de
buscar indenizacao e reparacao de danos se sentir prejudicado(a) pela participagao
nesta pesquisa, mesmo se ja tiver concordado em participar da pesquisa e
assinado TCLE.

Vocé recebera assisténcia integral e imediata, de forma gratuita, pelo
tempo que for necessario, em caso de danos decorrentes da participacdo nesta
pesquisa.

Entrega do TCLE: Vocé recebera este Termo assinado e rubricado pelo(a)
pesquisador(a) por meio do e-mail disponibilizado pelo participante em conversa

inicial a respeito da pesquisa.
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CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

Apbs ter recebido esclarecimentos sobre a natureza da pesquisa, seus
objetivos, métodos, beneficios previstos, potenciais riscos e desconfortos que esta
pode acarretar, aceito participar e declaro ter recebido este documento assinado
pelo(a) pesquisador(a) por meio do formulario do questionario.

Responsabilidade do(a) Pesquisador(a)

Asseguro ter cumprido as exigéncias da Resolucdo CNS/MS 466/2012,
CNS/MS 510/2016 e complementares na elaboragcéo do protocolo desta pesquisa
e na obtengdo deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Asseguro,
também, ter lido, explicado e fornecido este documento ao participante da pesquisa.
Informo que este estudo foi aprovado pelo CEP perante o qual o projeto foi
apresentado. Comprometo-me a utilizar o material e os dados obtidos nesta
pesquisa exclusivamente para as finalidades previstas neste documento ou

conforme o consentimento dado pelo (a) participante.
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