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RESUMO

O consumo dietético inadequado é considerado um dos fatores ambientais para o
desenvolvimento precoce de doengas crbnicas ndo transmissiveis (DCNT). Desta forma,
algumas estratégias dietéticas tém sido propostas, como a reducdo do consumo alimentar de
gorduras saturadas e de gorduras trans e o incentivo a ingestdo de gorduras poliinsaturadas.
Adicionalmente, varios governos latino-americanos, tém dirigido esforcos no sentido de
estabelecer politicas que visam eliminar a presenca, em alimentos, das gorduras trans
produzidas industrialmente, substituindo-as por 4acidos graxos (AG) insaturados, de
configuracdo cis. Dada a complexidade em mensurar a ingestdo dietética, torna-se importante
eleger métodos validos e de maior exatiddo. Como recurso, biomarcadores de AG tém sido
utilizados como preditores de DCNT. Assim, este projeto teve como objetivo determinar os
teores de AG de alimentos habitualmente consumidos por adultos residentes em area urbana
bem como estudar o perfil destes compostos lipidicos presente no plasma e no tecido adiposo
subcutaneo desses. Foram selecionados adultos residentes em Duque de Caxias, RJ, a respeito
dos quais foram obtidos dados sociodemograficos, antropométricos e dietéticos. Os
voluntarios também forneceram material bioldgico (sangue e tecido adiposo subcutaneo) para
analises bioquimicas e do perfil de AG. O conteldo de AG de alimentos, plasma e tecido
adiposo foi obtido por cromatografia gasosa. Os teores de &cidos graxos trans (AGT)
determinados foram comparados com dados disponiveis na literatura. Observou-se que o0s
teores de AGT variaram de 0 a 12 g% nos alimentos analisados, identificando que houve
reducdo desse tipo de AG nos ultimos anos, uma vez que, de acordo com a resolucdo vigente
da Anvisa, a maioria dos alimentos pode ser classificada como livre se AGT. A analise do
material bioldgico revelou maiores concentragdes de AG saturados no plasma e de AG
monoinsaturados no tecido adiposo, sugerindo a insaturacdo do acido estearico do plasma.
Reduzidas concentragdes de AGT foram encontradas no plasma e no tecido adiposo dos
voluntarios, corroborando com os teores também reduzidos deste tipo de gordura nos
alimentos processados consumidos pelo grupo estudado. O conjunto de resultados obtidos

permite concluir que houve reducdo de AGT nos alimentos processados, cujo consumo se
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refletiu nos perfis lipidicos do plasma e do tecido adiposo do grupo investigado. Por fim, o
elevado teor de acidos graxos saturados (AGS) encontrados no plasma indica 0 consumo
recente desse tipo de acidos graxos, que vem sendo relacionado ao aumento do risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. S&o necessarios, portanto, estudos futuros a
fim de investigar o impacto da redugéo de consumo de AGT com consequente aumento do
consumo de AGS por individuos e populagdes.

Palavras-chave: acidos graxos; biomarcadores; cromatografia gasosa.
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TRANS FATTY ACID CONTENT IN PROCESSED FOOD USUALLY CONSUMED BY
ADULTS LIVING IN URBAN AREA OF RIO DE JANEIRO AND ASSOCIATION WITH
FATTY ACID BIOMARKERS IN PLASMA AND TISSUE ADIPOSE
Flavia da Silva Lima Dias

Advisor: Maria das Gragas Tavares do Carmo

ABSTRACT

Inadequate dietary intake is considered one of the most important environmental factors for
the early development of chronic diseases. Thus, some dietary strategies have been proposed,
such as reducing food intake of saturated fats and trans fats and encouraging the intake of
polyunsaturated fats. Additionally, several Latin American governments have made efforts to
eliminate industrially produced trans fats and replace them with unsaturated fatty acid cis
configuration. Given the complexity measure dietary intake, it is important to choose valid
and more accurate methods. As a resource, fatty acid biomarkers have been used as predictors
of chronic diseases. This project aimed to study trans fatty acid content in processed food
frequently consumed by adults living in urban areas and the profile of fatty acids in plasma
and adipose tissue of them. Adults living in Duque de Caxias, RJ were selected and were
obtained sociodemographic, anthropometric, biochemical and dietary data in addition to the
collection of biological materials. The fatty acids content of food, plasma and subcutaneous
adipose tissue were obtained by gas chromatography. The trans fatty acids (TFA) content was
compared with data available in literature. It was observed that TFA content in food vary
from 0 to 12 g%, identifying that there was a reduction of this type of fatty acids in recent
years, since, according to the current resolution, most foods can be classified as TFA free.
From the analysis of biological material, there were higher concentrations of saturated fatty
acids in plasma and monounsaturated fatty acids in adipose tissue, suggesting the unsaturation
of stearic acid plasma. Low concentrations of trans fatty acids were found in plasma and
adipose tissue of volunteers, which agrees with the low levels of this type of fat in processed
foods consumed by them. From these results, it can be concluded that there was a reduction of
trans fatty acids in processed foods, whose consumption was reflected in lipid profiles of
plasma and adipose tissue of the group investigated. Finally, the high content of saturated
fatty acids (SFA) found in plasma indicates the recent use of this type of fatty acids that has
been associated with increased risk of developing cardiovascular disease. Studies aiming to
investigate the impact of TFA consumption reduction with a consequent increase in SFA
consumption by individuals and populations are required.

Keywords: fatty acids, biomarkers, gas chromtography.
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1. INTRODUCAO

Ao longo dos dois ultimos séculos, a revolucdo tecnoldgica e industrial alterou o
cenario econémico e social no pais, o que resultou em mudanca do perfil de morbimortalidade
da populacdo brasileira, com grande predominio das doengas crdnicas ndo transmissiveis,
dentre elas o cancer e as doencas cardiovasculares (BRASIL, 2006).

N&o ha ddvida de que o consumo dietético inadequado € um fator ambiental capaz de
promover o desenvolvimento precoce de doencas (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE - OMS, 2003). Um dos pilares da prevencio de muitas enfermidades sdo habitos de
vida saudaveis, incluindo a alimentacdo, cujas diretrizes, no Brasil, sdo estabelecidas pela
Politica Nacional de Alimentacdo e Nutricdo e pelo Guia Alimentar para a Populacdo
Brasileira (BRASIL, 2014).

No ambito nacional, a desnutricdo foi, por muito tempo, fator de risco primario a
salde, porém, nas ultimas décadas, tem-se observado transicdo do déficit para o consumo
excessivo de alimentos (MARCONDELLI; COSTA; SCHIMITZ, 2008). Segundo Vardavas
et al. (2007), os indices crescentes de obesidade entre criancas, adolescentes e adultos, em
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, sdo parcialmente atribuidos ao aumento do
consumo de lanches ricos em agticar bem como em gorduras saturadas e trans.

Varios governos latino-americanos, inclusive o brasileiro, tém dirigido esforcos no
sentido de estabelecer politicas que visam eliminar a presenca, em alimentos, das gorduras
trans produzidas industrialmente, substituindo-as por &cidos graxos insaturados, de
configuracdo cis, representando estratégia de promocdo a salde e apoio a Estratégia Global
sobre Dieta, Atividade Fisica e Satide (OMS, 2004).

Embora ndo tenha sido definido valor recomendavel para a ingestdo de gordura trans,
0 consumo diario ndo deve ser superior a dois gramas, correspondendo a 1 % do valor
recomendavel de ingestdo de energia para individuos adultos (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE CARDIOLOGIA, 2013). Essas recomendacdes visam contribuir para a reducao dos riscos
de desenvolvimento das doencas cardiovasculares (BRASIL, 2006; COSTA; BRESSAN;
SABARENSE, 2006).

A determinacéo da ingestdo de acidos graxos (AG), por meio dos métodos usualmente
disponiveis, é complexa e, devido a variabilidade diaria do consumo de alimentos, muitos
desses procedimentos ndo permitem estimar, de forma representativa, o consumo lipidico
habitual dos individuos. Por isso, o desenvolvimento de metodos adicionais validos, de maior

exatiddo, bem como apresentando custo relativamente reduzido, tem sido estimulado
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(MAYNERIS-PERXACHS et al., 2014; VAZ et al., 2006). Neste sentido, a utilizacdo de
tecidos e/ou células sanguineas, como biomarcadores do consumo de gorduras, constitui
opcao ja consolidada (HODSON; SKEAFF; FIELDING, 2008).

Considerando que a composicdo de AG de diferentes compartimentos corporais tem
sido empregada como marcador de seu consumo na dieta de forma mais precisa, além de
poder ser utilizada como preditora de doencas cronicas ndo transmissiveis, a realizagdo dessa
pesquisa faz-se relevante, uma vez que podera contribuir na prevencdo do desenvolvimento
dessas doencas em individuos e populacdes.

Nesse estudo, que objetiva investigar a associacdo entre o teor de AG presente em
alimentos processados, frequentemente consumidos por mulheres residentes em regido urbana
do Rio de Janeiro, e a composicdo de AG de plasma e tecido adiposo subcutaneo, constituiu
proposta destinada a testar a hipotese de que o perfil de AG desses compartimentos corporeos
pode ser utilizado como marcador da ingestdo lipidica, em curto e em longo prazo,
respectivamente. Os resultados obtidos encontram-se descritos na presente tese. O texto esta
organizado de modo que, no Referencial tedrico, sdo discutidas questbes inerentes ao
metabolismo de AG no organismo humano, bem como a utilizacdo de plasma e tecido
adiposo como marcadores da ingestdo lipidica; na Justificativa, descreve-se a relevancia do
estudo; em Objetivos/Metodologia, ha detalhamento do desenho do estudo; em Resultados e
Discusséo, apresentam-se dois manuscritos, intitulados “Were policies in Brazil effective for
reducing trans fat from industrial origin in foods? a current survey in processed foods
consumed by adults living in Rio de Janeiro, Brazil” e “Acidos graxos nos lipideos totais
plasmaticos e no tecido adiposo como biomarcadores da ingestdo lipidica de mulheres
residentes em &rea urbana do municipio do Rio de Janeiro”. Por fim, sdo apresentadas as
limitacdes e conclusdes, seguidas dos anexos, que incluem documentos e formulérios

utilizados no seu desenvolvimento.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Perfil nutricional da populacgéo brasileira

O excesso de massa corporal tem sido considerado um dos maiores problemas de
salde publica no mundo. A elevacdo da prevaléncia de obesidade nos paises desenvolvidos e
em desenvolvimento, que varia de 10 a 50% na populacdo adulta, estd associada ao
significativo aumento do consumo de energia combinado a diminuicdo dos niveis de atividade
fisica habituais. Essa modificacdo de comportamento tem sido atribuida, principalmente, ao
desenvolvimento tecnoldgico e socioecondmico bem como as mudancgas culturais (OMS,
2015; INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2010;
BOSSAN et al. 2007).

O processo de transi¢do nutricional brasileiro € multifatorial e caracteriza-se por
alteracbes sequenciais do padrdo da dieta e da composicdo corporal dos individuos. As
principais mudangas ocorreram nas Ultimas duas décadas com a adogdo de um padréo
dietético com elevado teor de gordura saturada e acucar, além de alimentos com contedo
reduzido de fibras (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013).

Dados da Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF) 2008-2009 indicaram aumento
continuo de excesso de peso e obesidade na populacdo de 20 anos ou mais, desde 1974, em
todas as regides do Brasil (Figura 1). Entre os homens, a elevacdo foi observada em todos 0s
estratos de renda, enquanto que entre as mulheres, foi maior naquelas com menor renda. Por

outro lado, verificou-se declinio no déficit de peso para ambos os sexos (IBGE, 2010).

Masculino Feminino
501

4140,

Déficit de pese Excesa de peso Obesidade Déficht de peso Excesso de pesa Obesidade

[l 1974-1985 (1) ® 1989 (2) @ 2002-2003 O 2008-2009 |

Figura 1. Evolugdo de indicadores do estado nutricional da populacdo de 20 anos ou
mais de idade, por sexo. Brasil, periodos 1974-75, 1989, 2002-03, 2008-09.
Fonte: IBGE, 2010.
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Estudo realizado por Rezende et al. (2010), envolvendo 98 homens adultos brasileiros
da cidade de Vicosa, MG, verificou a eficiéncia do indice de massa corporal (IMC) para a
identificacdo de individuos com excesso de gordura corporal e obesidade abdominal, e foi
encontrada, na populacao estudada, elevada prevaléncia de sobrepeso ou obesidade (55%).

A obesidade, particularmente relacionada ao acimulo de gordura abdominal, exerce
grande impacto sobre a salde por associar-se, com frequéncia, a condigbes como
dislipidemias, hipertensdo arterial sistémica, resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2,
que favorecem a ocorréncia de doencas cardiovasculares, particularmente as coronarianas
(FERREIRA et al., 2006). Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saide (OMS), as
doencas cardiovasculares constituem a primeira causa de mortes em todo 0 mundo. Estima-se
que, durante o corrente ano, 20 milhdes de pessoas morrerdo, em todo o mundo, devido as
enfermidades cardiovasculares (CIMADON; GEREMIA; PELLANDA, 2010).

As alteragbes do perfil lipidico sanguineo se iniciam na infancia e adolescéncia, e
persistem na vida adulta. Dentre as variaveis ambientais envolvidas na determinacdo desse
perfil, a dieta € considerada a mais importante, especialmente no que se refere ao consumo
elevado de gorduras saturadas, gorduras trans e colesterol, todos associados aos valores
circulantes aumentados de colesterol total e LDL-colesterol (low density lipoprotein,
lipoproteina de baixa densidade)-colesterol (TEIXEIRA; VEIGA; SICHIERI, 2007).

Com o estilo de vida que inclui reduzida disponibilidade de tempo, associado a
concomitante insuficiéncia financeira, muitas pessoas substituem preparacGes saudaveis por
alimentos de baixa qualidade nutricional e elevada densidade energética, como refrigerantes,
produtos alimenticios industrializados, sanduiches e salgados (ANVISA, 2005). O aumento do
consumo de lanches, geralmente ricos em aglcar e gordura, tem proporcionado crescentes
taxas de obesidade em criancas, adolescentes e adultos, tanto em paises desenvolvidos como
em desenvolvimento (VARDAVAS et al., 2007).

A POF 2002-2003 incluiu, pela primeira vez, alimentos adquiridos e consumidos fora
do domicilio. Foi constatado que a prevaléncia de consumo desses alimentos alcangava 35%,
sendo mais frequente na regido Sudeste, entre individuos do sexo masculino e na faixa etaria
entre 20 e 40 anos (IBGE, 2010). Esse estudo mostrou, ainda, que o consumo de refrigerantes,
frutas, leite e derivados, fast foods e salgados fritos e assados foi crescente até a faixa etaria
dos 30 anos e, posteriormente, decrescente (BEZERRA; SICHIERI, 2010).

POF mais recente (2008-2009) identificou aumento do gasto com refei¢cdes fora do
domicilio, comparado aos dados da POF 2002-2003 (Figura 2). Foi constatado que 31 % das

despesas da familia eram destinadas a alimentagdo fora de casa. Assim como observado em
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2002-2003, a alimentacdo fora do domicilio é mais frequente entre individuos da regido
sudeste, onde se detectou maior consumo de gorduras saturadas (IBGE, 2010).

50.0
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Figura 2. Distribuicéo percentual da despesa monetaria e ndo monetaria média
mensal familiar com alimentagdo fora de casa, por grandes regies. Periodos
2002-03 e 2008-009.
Fonte: IBGE, 2010.

Segundo Bezerra et al. (2013), o habito de consumir alimentos fora do domicilio foi
maior entre homens adultos residentes em areas urbanas e 0s principais grupos de alimentos
relatados foram bebidas alcodlicas, salgadinhos fritos e assados, pizza, refrigerantes e
sanduiches. Com relacdo a alimentacdo domiciliar, observou-se um padrdo bésico de
consumo, composto por arroz, café, feijao, pdo de sal e carne bovina. Entretanto, foi apurado
que, entre os adolescentes, o consumo de alimentos ricos em gordura e acUcar é frequente
(SOUZA et al., 2013).

Ainda de acordo com POF 2008-2009, 27% da energia consumida por adultos
brasileiros sdo provenientes de lipideos. Observaram-se menores quantidades de consumo de
acidos graxos saturados (AGS), monoinsaturados (AGMI), polinsaturados (AGPI) e acido
linoleico em idosos e maior consumo desses nutrientes em adolescentes. Com relagdo ao
acido graxo linolénico, ndo ha grandes variagdes entre as faixas etérias. Por fim, com relacéo
ao consumo de acidos graxos trans (AGT), este € mais elevado entre os adolescentes do sexo
masculino de 14 a 18 anos e menor entre as mulheres com 60 anos ou mais de idade (IBGE,
2010).

Tanto nas areas urbanas como nas rurais, as mulheres idosas foram as que tiveram as
menores ingestdes médias de AGS, AGMI, AGPI e AGT. Nas areas urbanas, os adolescentes
do sexo masculino de 14 a 18 anos de idade apresentaram a maior ingestdo média desses

nutrientes, conforme observado anteriormente para os lipidios totais. JA nas areas rurais, as
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maiores ingestdes dos componentes lipidicos da dieta foram observadas nos homens adultos
de 19 a 59 anos, com excecdo da ingestdo dos AGT. O consumo desse tipo de acidos graxos
foi mais evidente nas areas urbanas do que nas rurais em ambos 0s sexos e em todos 0s
grupos de idade, sendo as regides Sul e Sudeste as que se destacaram por apresentarem as
médias mais altas de AGS, AGMI E AGT, bem como de agUcares totais (IBGE, 2010).

2.2. Acidos graxos, aspectos relacionados a absorcdo e metabolismo e suas implicacdes
sobre a saude

Cerca de 95 % da composi¢do de gordura da dieta é representada por triacilglicerdis
(TG), principalmente &cidos graxos de cadeia longa, sendo o restante constituido por outras
formas de lipideos, como fosfolipideos (4,5%) e esteroides (NIOT et al., 2009). Acidos graxos
sdo importantes macronutrientes dietéticos, constituintes estruturais das membranas celulares,
cuja ingestdo prové o organismo de energia e de componentes necessarios a sintese de
lipideos complexos, além da formacdo de hormonios e sais biliares (SILVA; MIRANDA
JUNIOR; SOARES, 2007). Os AG sdo também mediadores enddgenos de sinalizacdo celular
e da expressdo génica, bem como precursores de varios mediadores lipidicos como
eicosanoides, docosanoides, resolvinas e lipoxinas (CHAPKIN et al., 2008). Portanto, a
digestdo e absorcdo dos TG dietéticos devem ser altamente eficientes para o adequado
fornecimento de AG para o organismo. Estes processos, iniciados no estdbmago, ocorrem
principalmente no intestino delgado. Adicionalmente, a absor¢cdo, metabolismo intracelular e
liberacdo na circulacdo dos AG presentes no lumen intestinal variam conforme o tamanho da
cadeia carbonica (VAZ et al., 2006).

Acidos graxos so classificados pelo comprimento da cadeia de carbono, pelo nimero
de duplas ligagdes na cadeia e pela configuracdo das duplas ligagdes. Os AGS sdo aqueles
sem ligacOes duplas e os acidos graxos insaturados, aqueles que apresentam uma ou mais
duplas ligagcdes. O AGMI quando contém apenas uma ligacdo dupla, e AGPI quando contém
duas ou mais ligacdes duplas (ETTINGER, 2002).

Acidos graxos saturados podem ser divididos em cadeia curta — até 6 4tomos de
carbono-, média — 8 a 12 4&tomos de carbono - e cadeia longa — acima de 14 atomos de
carbono. Os principais AGS de cadeia longa sdo o miristico (C14:0), encontrado no leite e
derivados; o palmitico (C16:0), mais abundante na alimentagdo humana, encontrado na
gordura animal e no 6leo de palma; e o estearico (C18:0), presente na gordura do cacau
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013).
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Os AGS de cadeia média, ap6s absorc¢do intestinal, sdo transferidos para a circulagdo
sanguinea, e entdo sdo transportados ligados a albumina, pela veia porta, diretamente para o
figado, onde sdo prontamente metabolizados (COLLEONE, 2002). Por outro lado, apesar da
possibilidade da absorcdo dos AGS de cadeia longa ocorrer por meio de difusdo rapida
através da membrana celular, quando presentes em concentracdes elevadas, evidéncias
reforcam a existéncia de um sistema de transporte composto por proteinas de membrana
transportadoras, que atuam quando as concentracdes do substrato encontram-se reduzidas.
Estas proteinas aumentam a captacdo de AG de cadeia longa e incluem, entre outras, as FATP
(fatty acid transport protein), as FABP (fatty acid binding protein) e a fatty acid translocase
(POHL et al., 2004; STORCH; THUMSER, 2000). Elevados teores de lipideos na dieta sdo
capazes de provocar aumento do conteudo de FABP gastrointestinal, embora ndo seja clara a
associacdo entre o tipo e as concentracfes de lipideos da dieta e a expressao dessas proteinas
nos enterécitos (NIOT et al., 2009).

Estudos clinicos tém demonstrado associacdo entre a presenca de mutacdo do gene da
FABP intestinal e maior insulinemia, resisténcia a insulina, IMC aumentado, aumento dos
teores de LDL-colesterol, apoproteina B100 e TG séricos no jejum (AGREN et al., 1998;
BAIER et al., 1995). De Wit et al. (2008) apontaram que o contetdo lipidico da dieta é capaz
de modular a expressdo de genes de moléculas sinalizadoras, as quais poderiam afetar a
homeostase metabdlica de 6rgdos periféricos. Portanto, dietas ricas em lipideos modulam
aspectos biomoleculares no intestino delgado podendo contribuir para a etiologia de
desordens metabdlicas.

Uma vez no interior dos enterdcitos, os acidos graxos de cadeia longa dietéticos sdo
reesterificados, formando triglicerideos, sendo, entdo, transportados associados aos
guilomicrons no sistema linfatico e, em seguida, na corrente sanguinea. Durante o periodo
interprandial, os TG sdo sintetizados no figado e liberados na circulagdo associados as VLDL
(very low density lipoprotein, lipoproteina de muito baixa densidade). Um fator que interfere
na distribuicdo tecidual dos lipideos da dieta € a presenca de atividade da lipase lipoproteica
(LPL). Esta enzima localiza-se no endotélio dos vasos sanguineos que irrigam 0s musculos,
local principal de oxidagdo dos AG, e no tecido adiposo, local mais importante para o
armazenamento destes compostos. A taxa de captacdo dos TG é proporcional a atividade da
LPL no tecido, que se encontra elevada no musculo esquelético, em situagfes de jejum ou
periodo interprandial, e no tecido adiposo, no periodo pés-prandial. Dessa forma, a LPL
direciona os AG para oxidacdo (no musculo) ou armazenamento como TG (no tecido adiposo)
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013; COLLEONE, 2002).
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Os efeitos do consumo de gorduras saturadas sobre a saude em humanos vém sendo
pesquisados ha décadas em estudos metabdlicos e epidemioldgicos (YANG et al., 2012;
NIOT et al., 2009; COLLEONE, 2002; BENNETT et al., 1995; NICOLOSI et al., 1990;
BONANOME; GRUNDY, 1988; GRUNDY; VEGA, 1988) que mostraram que 0 AGS eleva
a concentracdo plasmatica de colesterol total e de LDL-colesterol, quando comparado a
gordura polinsaturada. Dentre as razdes citadas, capazes de justificar esse efeito, incluem-se:
1. Reducdo do mRNA de receptores hepaticos de LDL-colesterol, ou de sua atividade
(JACKSON et al., 2006), talvez por alteracdo no conteudo de AG das membranas,
diminuindo, assim, o catabolismo de LDL-colesterol (NICOLOSI et al., 1990). Além disso,
encontrou-se menor expressdéo do LDL receptor-related protein 1, como mecanismo
alternativo ou adicional para explicar a elevacdo da colesterolemia (JACKSON et al., 2006);
2. Aumento da atividade da colesterol aciltransferase hepética, induzindo o enriquecimento de
colesterol éster em lipoproteinas ricas em apoB (LEE; CARR, 2004); 3. Aumento da
trigliceridemia como resultado do estimulo da secrecdo hepatica de lipoproteinas contendo
apoB-100 (GRUNDY, 1994). Essa acdo da gordura saturada foi confirmada em células Hep
G2 pelo aumento da expressdo de genes envolvidos na sintese de lipideos nesse tecido
(JACKSON et al., 2006); 4. O fato de que as moléculas de AGS se sobreporem de maneira
coesa por possuirem cadeia retilinea de carbono. Essa forma de empacotamento aumenta a
capacidade de transporte de colesterol das particulas de LDL (SPRITZ; MISHKEL, 1969).

Assim, a elevada ingestdo de AGS, oriundos da dieta ocidental, rica em gorduras
saturadas, como aquelas presentes nas carnes e derivados do leite, é capaz de estimular a
producdo de LDL e elevar os teores circulantes totais de colesterol (AMERICAN HEARTH
ASSOCIATION NUTRITION COMMITTEE, 2006; INNIS, 2003). Em adultos, esse quadro,
associado a hipertensdo arterial sistémica, inatividade fisica, tabagismo, diabetes melitus tipo
2 e obesidade, esta relacionado aos maiores riscos de manifestacdes clinicas da doenca
aterosclerdtica (COELHO et al., 2005).

Além desses efeitos, 0s AGS tém se associado a apoptose de células B pancreaticas e
células endoteliais da artéria coronariana. Esses diversos aspectos podem favorecer
hiperglicemia, hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e disfuncao das células . Pode ainda ser
demonstrada associagé@o entre o AGS palmitico e a concentracdo plasmatica de interleucina 6,
pontuando efeito pro inflamatdrio desse tipo de AG (KROGMANN et al., 2011).

Acidos graxos insaturados podem ser classificados em raz&o do nimero de suas duplas
ligacGes, em mono ou polinsaturados. A localizagdo da primeira dupla ligacdo da cadeia
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carbonica, a partir do grupamento metila, identifica a série do AG, sendo as principais as
denominadas n-3, n-6 e n-9 (BAUM et al, 2012; LECERF, 2009).

Os AGMI possuem uma dupla ligacdo na cadeia carbénica, sendo o0 mais prevalente o
acido oleico (C18:1n-9), da série n-9, presente principalmente no azeite de oliva (BAUM et
al, 2012; LECERF, 2009). Sabe-se que os AG insaturados sdo moléculas mais susceptiveis a
modificagdo oxidativa, pela presenca de ligagdes duplas. No caso dos AG monoinsaturados,
por apresentarem apenas uma dupla ligacdo, sdo menos oxidados que os polinsaturados,
podendo resultar em inibicdo do processo aterogénico. Acredita-se, ainda, que o consumo
desta classe de AG pode exercer efeito benéfico sobre a resisténcia a insulina (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013).

Existem duas formas de configuracdo dos AG insaturados: a cis e a trans, que
descrevem a orientacdo dos atomos de hidrogénio em relacdo a respectiva dupla ligacdo. Na
natureza, os AG geralmente sdo encontrados na configuragdo cis, na qual os hidrogénios
ligados aos carbonos da dupla ligacdo se encontram do mesmo lado. Na configuracéo trans,
os hidrogénios ligados aos carbonos de uma insaturacdo se encontram em lados opostos,
formando uma molécula linear, mais rigida, semelhante a de um AGS. O &cido graxo de
configuracdo trans mais abundante encontrado na alimentacédo € o &cido elaidico (C18:1t11),
originado principalmente no processo de hidrogenacdo industrial do 6leo vegetal rico em
AGPI (BAUM et al., 2012; LECERF, 2009; LOTTENBERG, 2009) (Figura 3).

o dcido oléico - 9 cisC18:1 o 2H

HIC/W\/\‘,)WWD”H
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/\/\/\/\/\/\/\/\/EEEH
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Figura 3. Representacdo dos acidos graxos oleico, elaidico e estedrico, com destaque
para os isbmeros cis e trans.
Fonte: MARTIN; MATSHUSHITA; SOUZA, 2004
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Acidos graxos trans podem ser sintetizados naturalmente a partir de fermentacdo de
bactérias em ruminantes, sendo encontrados em quantidades insignificantes na carne destes
animais e no leite. Industrialmente, estes compostos séo produzidos por meio de hidrogenacgéo
catalitica, processo que se aplica aos 0leos vegetais liquidos a temperatura ambiente, com o
objetivo de conferir consisténcia solida, estabilidade e durabilidade ao produto que apresenta
adicéo deste tipo de gordura a sua composic¢ao. Desta forma, estes produtos constituem fontes
dietéticas importantes de AGT, uma vez que contém gordura vegetal parcialmente
hidrogenada entre seus ingredientes, como por exemplo, margarinas solidas ou cremosas,
cremes vegetais, biscoitos e bolachas, sorvetes cremosos, paes, batatas fritas comerciais
preparadas em fast food, pastéis, bolos, tortas e massas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2013; LOTTENBERG, 2009).

Segundo a Sociedade Brasileira de Cardiologia (2013), o consumo de gordura saturada
e trans esta relacionado com a elevacdo do LDL-colesterol plasméatico e o aumento de risco
cardiovascular. Adicionalmente, os AGT causam efeito adverso de redugdo do HDL-
COLESTEROL (high density lipoprotein, lipoproteina de alta densidade)-colesterol,
provavelmente por induzir aumento do catabolismo da apo-Al, a principal apolipoproteina no
HDL-colesterol. Estes AG reduzem, ainda, a HDL,, subfracdo mais sensivel as modificacdes
alimentares (BUONACORSO et al., 2007; MOZAFFARIAN et al., 2006; WILLETT, 2006).

Tendo em vista esses achados, a preocupacdo com a reducdo do consumo de AGT tem
sido crescente e legislacGes de varios paises, incluindo o Brasil, foram instituidas com o
intuito de regular o emprego da gordura vegetal parcialmente hidrogenada na producéo de
géneros alimenticios (NORRIS, 2005). Neste contexto, ha orientacdo da OMS no sentido de
gue o consumo de alimentos ricos neste tipo de gordura seja reduzido, ndo ultrapassando
quantidades superiores a 1 % do valor energetico total (VET) da dieta (BRASIL, 2005). Desta
forma, a industria de alimentos vem sendo impulsionada a buscar substitutos para os 6leos
modificados com a hidrogenacédo e tem buscando alternativas mais eficientes, combinando a
hidrogenagdo e a interesterificacdo quimica, que tém resultado na redugdo de isbmeros trans
nos produtos alimenticios manufaturados. O desenvolvimento dos procedimentos
tecnoldgicos de interesterificacdo possibilita, por exemplo, a produgdo de margarinas livres
desses isdmeros (RIBEIRO et al., 2007).

O oleo de palma, fonte do AGS palmitico, constitui alternativa utilizada pelas
indUstrias brasileiras para substituicdo da gordura vegetal hidrogenada em alimentos
processados. Estudo com roedores mostrou que ratas lactantes que receberam alimentacdo a

base de oleo de palma apresentaram menores teores de triglicerideos e colesterol plasmaticos,
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quando comparadas aquelas que consumiram gordura vegetal hidrogenada. Entretanto,
também foi observado aumento importante na adiposidade corporal entre os animais que
receberam o Oleo (SILVA et al., 2005). Adicionalmente, ja foi descrito que o elevado
consumo de AGS relaciona-se a lipotoxicidade de diversos 0rgaos e pode aumentar 0 risco
para o desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 e doencgas cardiovasculares, em
consequéncia da relacdo daquele processo com a inflamacdo e a resisténcia a insulina
(GARBARINO; STURLEY, 2009). Nesse sentido, é preocupante o enriquecimento de
produtos processados com gorduras saturadas ao invés da utilizacdo de maiores proporcdes de
gorduras insaturadas (GAGLIARDI, MANCINI FILHO; SANTOS, 2009).

O American Heart Association Nutrition Commitee (2006) preconiza o consumo diario
de AGS de até 7 % do VET. No Brasil, de acordo com a | Diretriz sobre 0 Consumo de
Gorduras e Saude Cardiovascular, publicada pela Sociedade Brasileira de Cardiologia em
2013, a recomendacao do consumo de gorduras saturadas é de até 10 % do VET da dieta, ou
até 7 % do VET para individuos com risco cardiovascular. Quanto aos AGMI, é recomendado
que seja substituto de gorduras saturadas, perfazendo 15 % do VET, como medida de reducéo
do risco cardiovascular. A substituicdo de gordura saturada e trans da dieta por
monoinsaturada e polinsaturada € considerada estratégia para melhor controle da
hipercolesterolemia e consequente reducdo da chance de ocorréncia de eventos clinicos
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013).

Em pesquisa realizada na Espanha por Mayneris-Perxachs et al. (2014) foi avaliada a
associacdo entre o perfil de AG do plasma e a sindrome metabdlica em populacdo
mediterranea com elevado risco cardiovascular e observou-se que os AGS miristico e
palmitico apresentaram associacdo positiva, enquanto que o &cido linoleico associou-se
negativamente com o aumento do risco de desenvolvimento da sindrome.

Os AGPI linoleico da série n-6 (C18:2n-6; AL) e alfa-linolénico (C18:3n-3; ALA) da
série n-3 séo considerados essenciais por ndo serem produzidos no organismo e, portanto, sua
obtengdo requer ingestdo por meio da alimentacdo (BAUM et al, 2012; LECERF, 2009).
Estes AGPI podem ser dessaturados e alongados na maioria dos tecidos do organismo,
formando AG mais insaturados e de cadeia mais longa, que sdo conhecidos como acidos
graxos polinsaturados de cadeia longa (AGPICL), com mais de 20 4&tomos de carbono (Figura
4).
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Figura 4. Metabolismo dos acidos graxos das séries n-6 e n-3.
Fonte: MARTIN et al., 2006.
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Assim, nos processos metabdlicos, o 4&cido linoleico da origem ao AGPICL
araquidénico (C20:4n-6, AA) que constitui importante precursor de eicosanoides do sistema
paracrino (prostaglandinas, leucotrienos, prostaciclinas, tromboxanos). E reconhecido que o
AA é precursor de prostaglandinas e leucotrienos de acdo inflamatoria (HIROTA et al., 2010).
O é&cido alfa-linolénico, por sua vez, quando metabolizado permite a formacdo de trés
importantes AGPICL, o 4&cido eicosapentaenoico (C20:5n-3, EPA), o0 A&cido
docosapentaenoico (C22:5n-3, DPA) e o acido docosahexaenoico (C22:6 n-3, DHA). O EPA
também € precursor de outra série de eicosanoides, alguns com ac¢do antagdnica aos formados
a partir do AA, consolidando acbes desses compostos na reducdo da sinalizagdo e expressdo
de genes de células inflamatorias e na producdo de prostaglandinas, leucotrienos e citocinas
com acdo antinflamatorias (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013,
SILVA; MIRANDA JUNIOR; SOARES, 2007).
As fontes alimentares dos AGPICL pré-formados sdo os produtos de origem animal. O
AA é encontrado nas carnes, e EPA e DHA, nos animais (0leos) marinhos, particularmente
nos peixes que contém elevado teor de lipideos como salméo, atum, entre outros (MASSON;
MELLA, 1985). Para a saude cardiovascular, recomenda-se substituicdo de AGS por AGPI n-
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3, com consumo de peixes ricos nesta Ultima série de AG, pelo menos duas vezes por semana.
Os efeitos antinflamatorios dos AG da série n-3 estdo associados, principalmente, a sua
incorporacdo as membranas de células inflamatérias (BARROS et al., 2013). Assim,
AGPICL, em especial aqueles pertencentes as séries n-3 e n-6, sdo capazes de mediar
processos bioldgicos, como a producédo de eicosanoides, a fisiologia de membranas celulares,
reacOes inflamatorias e expressdo de genes (SERTOGLU et al., 2014).

Embora as enzimas envolvidas nos processos de alongamento e dessaturacdo tenham
maior afinidade pelos AG n-3, a conversdo de ALA em AGPICL é fortemente influenciada
pelos teores de AL na dieta. Assim, a razdo entre a ingestdo diaria de alimentos fontes de AG
n-6 e n-3 assume importancia na nutricdo humana (ANDRADE; RIBEIRO; TAVARES DO
CARMO, 2006; MARTIN et al., 2006).

Diferentes estudos tém confirmado o efeito metabdlico produzido por variagbes no
contetdo ingerido de AGPI n-6 e n-3. Wood et al. (2014) observaram aumento significativo
de AGPI da série n-3 no plasma, sem qualquer aumento de sua ingestdo, apds reducdo da
ingestdo de AL por quatro semanas em 33 individuos australianos saudaveis. Em estudo
similar, Taha et al. (2014) realizaram um ensaio randomizado por 12 semanas no qual os dois
grupos de individuos estudados tiveram os teores de AL da dieta reduzidos. Enquanto um dos
grupos manteve o consumo de AGPI n-3, o outro consumiu quantidades maiores desta série
de AG. Os autores também constataram aumento de AGPI n-3 no plasma apenas com a
reducdo da ingestdo de AL. Adicionalmente, no grupo gue consumiu quantidades maiores de
AG n-3, foi observada reducdo nas concentracdes plasmaticas de AA.

Como resultado de tantas evidéncias, vem sendo enfatizada a importancia da ingestéo
de AG n-3, a redugdo do consumo de AGS e AGT e o controle na ingestéo excessiva de AG
n-6 (SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013). Estas recomendagOes se
justificam, uma vez que a ingestdo de AGS e AGT esta associada, como ja anteriormente
comentado, ao aumento do risco cardiovascular, ao contrario do consumo de AG

monoinsaturado e AGPI n-3.

2.3. Biomarcadores da composic¢ao lipidica dietética

A avaliacdo do consumo de nutrientes, em especial da ingestdo de lipideos, tem sido
realizada em estudos epidemioldgicos, em geral, por meio de inquéritos alimentares.
Questionarios de frequéncia alimentar, registros alimentares e recordatério de 24 horas
constituem os instrumentos de coleta de informagdes dietéticas utilizados (MAYNERIS-

PERXACHS et al., 2014). Apesar de sua praticidade e simplicidade, inquéritos nutricionais
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representam metodos indiretos de analise dietética, sujeitos a limitagcGes envolvendo a coleta
de informagdes. Hodson, Skeaff e Fielding (2008), por exemplo, relataram a tendéncia de
individuos com sobrepeso e obesidade subestimar o consumo de alimentos. Uma forma de
avaliar a fidedignidade das informacdes obtidas por meio destes métodos € compara-los aos
marcadores bioldgicos de ingestdo de nutrientes, capazes de fornecer estimativas mais exatas
por ndo serem afetados por vieses de memoria, erro do entrevistador ou no computo da
ingestdo de alimentos (MAYNERIS-PERXACHS et al., 2014; PINTO et al., 2010; VAZ et
al., 2006; PEDERSEN et al., 2000).

Consideradas as limitacfes dos métodos usuais de avaliacdo da ingestao dietética, tem
sido ponderado o estudo de tecidos e/ou células sanguineas como marcadores do consumo de
gorduras. Embora ainda ndo haja consenso acerca da interpretacdo dos resultados obtidos
nestes estudos (HODSON; SKEAFF; FIELDING, 2008), é reconhecido que a composicao de
acidos graxos da dieta se reflete no perfil destes compostos presentes no plasma, na
membrana de eritrocitos, no tecido adiposo bem como em outros tecidos. Por esta razdo, AG
sdo utilizados como biomarcadores da qualidade lipidica da dieta (ERKKILA et al., 2008).

Biomarcadores sdo geralmente considerados “padrdo ouro” na avaliacdo dietética
(PINTO et al., 2010). De fato, a composicdo de AG de grande variedade de amostras
bioldgicas ja foi analisada, incluindo pele (TAKIGAWA et al., 2005), leite materno (SZABO
et al., 2007; AL-TAMER; MAHMOOD, 2004), sémen (AKSOY et al., 2006), células da
mucosa bucal (LAITINEN et al., 2006), mondcitos, neutréfilos, linfécitos (GIBNEY;
HUNTER, 1993). Entretanto, os perfis de AG do plasma, plaquetas e eritrécitos sao,
quantitativamente, mais frequentemente reportados na literatura do que o de tecido adiposo
subcutdneo de nadegas ou de abdémen (SERTOGLU et al., 2014; BARROS et al., 2013;
HARRIS et al., 2013; HODSON; SKEAFF; FIELDING, 2008; HODGE et al., 2007).

A avaliacdo dos teores de AG nos fluidos bioldgicos ou tecidos de individuos parece
ser parametro indicativo de desordens metabdlicas. No plasma, soro ou sangue total, o
conteudo total de acidos graxos representa combinacdo das fracGes de ésteres de colesterol,
fosfolipideos e triglicerideos, presentes nas lipoproteinas, além de AG livres (ligados a
albumina), que constituem indicadores relevantes para a associacao entre os lipideos da dieta
e doencas como hiperlipidemia e aterosclerose (RISE et al., 2007). Adicionalmente, a
composicdo de AG do plasma reflete sua ingestdo em curto prazo (dias/semana) (KATAN et
al., 1997).

O emprego do perfil de AG de eritrocitos como marcador da ingestdo alimentar

também tem sido alvo de interesse, especialmente porque a medida de AG representa,
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principalmente, fosfolipideos e, portanto, biomembranas. Ademais, reflete a ingestdo de AG
em médio prazo (meses) devido a taxa de turnover mais lenta destas biomembranas (ENNS et
al., 2014; PEDERSEN et al., 2000). Entretanto, Risé et al. (2007) compararam a composi¢do
de AG em plasma, eritrécitos e sangue total de 10 adultos italianos de ambos 0s sexos e nédo
observaram diferencas entre os compartimentos, sugerindo a utilizagdo do sangue total como
uma opcdo metodologica de mais facil analise.

O tecido adiposo € o principal depdsito de AG, principalmente na forma de
triglicerideos, em humanos, sendo descrito, ainda, como 6érgdo endocrino e seu excesso no
organismo representa fator de risco cardiovascular (HODSON; SKEAFF; FIELDING, 2008).
Entre os estudos que pretendem investigar a ingestdo de AG em longo prazo (anos), a
avaliacdo da composicdo de AG deste tecido é considerada a melhor opcdo, dado seu lento
turnover e nado ser influenciado pela presenca de doencas de carater agudo (BAYLIN et al.,
2002). Ha consenso na comunidade cientifica de que os teores de AGPl e AGT no tecido
adiposo refletem sua abundancia na dieta (GARAULET et al., 2011).

Ainda que durante muito tempo os AG séricos e plasmaticos bem como do sangue
total e de eritrdcitos, tenham sido os marcadores bioldgicos de eleicdo para utilizagdo em
pesquisas clinicas e epidemioldgicas, devido sua relativa praticidade metodoldgica, estudos
realizados na América Latina e em varios paises europeus mostram baixo indice de rejeicéo e
auséncia de efeitos colaterais associados a coleta de amostras de tecido adiposo. Considera-se
gue a técnica de coleta destas amostras seja menos invasiva do que a utilizada para a coleta de
amostras de sangue, na medida em que ndo expde vasos sanguineos ou outros tecidos moles
ao risco de lesdo (UNITED NATIONS, 2008; BEYNEN; KATAN, 1985).

Hodson et al. (2012) compararam trés diferentes metodologias de coleta de tecido
adiposo de adultos saudaveis no Reino Unido, incluindo a desenvolvida por Beynen e Katan
(1985) que foi empregada na presente tese. Os autores ndo encontraram diferencas na
composicdo de AG das amostras e concluiram que a analise pode ser realizada em pequenas
quantidades de tecido adiposo, obtido a partir da utilizacdo de técnicas pouco invasivas.

Com o objetivo de associar os teores de AG no tecido adiposo de 484 adultos na Costa
Rica com a prevaléncia de sindrome metabdlica, Willians, Baylin e Campos (2007)
observaram o AA como um importante marcador desse distirbio metabolico. Harris et al.
(2013) compararam os efeitos agudos da ingestdo de uma dose de AG n-3 sobre os teores de
EPA e DHA em eritrocitos e no plasma de 20 individuos americanos adultos saudaveis.
Apenas o plasma apresentou elevacdo do contetido dos AGPICL investigados, confirmando

refletir consumo lipidico recente. Entretanto, ha relatos acerca da indicacéo de suplementacéo
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com oleo de peixe, decorrente do diagndstico de “insuficiéncia de AG n-3”, em razdo da
observacgdo de reduzidos teores plasmaticos destes compostos, sendo 0s valores sanguineos,
inclusive, utilizados como indicadores para o acompanhamento/controle desses lipideos no
organismo. No entanto, esta avaliacdo seria mais fidedigna caso fosse investigado o perfil
lipidico de eritrocitos ou de outros tecidos, refletindo situacdo de mais longo prazo (HARRIS
etal., 2013).

Cabe considerar que os biomarcadores plasmaticos de AG podem ter sua capacidade
de refletir o consumo dietético de lipideos afetada por fatores ndo diretamente dependentes
deste consumo, como por exemplo, 0s processos de integracdo metabdlica dos
macronutrientes. A esse respeito, Hodge et al. (2007) avaliaram a ingestdo dietética habitual
de lipideos, por meio de questionario de frequéncia alimentar, em estudo que envolveu 4439
adultos de ambos os sexos, com idade entre 40 e 69 anos, residentes na Austrélia, Grécia e
Itdlia. Os autores encontraram associacao entre os teores de AG no plasma e a ingestdo de
AGMI e de AGPI, mas ndo de AGS e concluiram que o &cido palmitico e outros AGS podem
ser sintetizados a partir de carboidratos e de produtos de oxidacdo de AG, e depois liberados
na circulacdo, justificando estes resultados.

Os é&cidos pentadecanoico (C15:0) e heptadecaenoico (C17:0) sdo sintetizados
exclusivamente por animais ruminantes e estdo presentes na alimentacdo humana a partir dos
produtos lacteos e das carnes desses animais. Assim, estes AGS tém sido utilizados como
marcadores da ingestdo alimentar de produtos lacteos, tanto no tecido adiposo como no
plasma (VAZ et al., 2006). As correlacdes entre a ingestdo alimentar e a composicdo do
tecido adiposo sdo, em geral, mais elevadas para os AGPI do que para os AGMI ou AGS
(WITT et al., 2009).

De um modo geral tem sido enfatizado que a associagdo de mais do que um
biomarcador com os inquéritos alimentares parece constituir estratégia ideal de avaliacdo da
ingestdo de gorduras na dieta. Na medida em que cada compartimento biologico difere quanto
as suas caracteristicas metabolicas, deve refletir, de forma mais ou menos especifica, a
ingestdo alimentar de determinado AG (SERTOGLU et al., 2014).
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3. JUSTIFICATIVA

O consumo de AG tem sido associado ao desenvolvimento de doencas crénicas nao
transmissiveis. Tradicionalmente, em estudos clinicos e epidemiologicos a avaliacdo da
ingestdo de lipideos ou AG da dieta é realizada por meio de métodos de inquérito alimentar,
como os questionarios de frequéncia alimentar, registros alimentares e recordatorios de 24
horas. Apesar da frequente utilizacdo desses instrumentos, sdo reconhecidas suas limitagdes
relativas a estimativa da ingestdo de nutrientes em estudos dietéticos no Brasil. A coleta de
informagdes fidedignas, a escassez de tabelas de composigdo de alimentos, incluindo valores
de AG, bem como a dificuldade na avaliacdo do tipo de lipideo utilizado no preparo dos
alimentos, representam algumas destas limitacdes. Assim, na atualidade no Brasil e, de um
modo geral na América Latina, ndo se conhece plenamente a qualidade da fonte lipidica dos
alimentos habitualmente consumidos pela populacéo, principalmente no que se refere aos
acidos graxos trans.

De outro modo, tem sido crescente o interesse na identificacdo de marcadores que
proporcionem estimativas mais exatas acerca da composicdo bem como da qualidade das
gorduras dietéticas. O emprego da composicdo de AG de diferentes compartimentos corporais
como marcador do consumo dietético de lipideos vem sendo utilizado como preditor de
doencas cronicas ndo transmissiveis. Acidos graxos especificos podem ser quantificados em
tecidos prontamente disponiveis, tais como o plasma e o tecido adiposo, permitindo a
utilizacdo destes compostos como biomarcadores em estudos epidemiol6gicos. Além disso,
cada tecido difere quanto as suas caracteristicas metabdlicas, o que implica no fato de que
cada um reflete melhor a ingestéo alimentar de um determinado AG, mas ndo de outros.

Neste contexto, buscamos confirmar a hipotese da propriedade da utilizagdo do perfil
de AG plasmaticos e do tecido adiposo, como marcadores da ingestdo lipidica, em curto e em
longo prazo, respectivamente, por meio da investigacdo de associacdo entre o teor de AG
presente em alimentos processados, frequentemente consumidos por mulheres residentes em
regido urbana do Rio de Janeiro e a composi¢do de acidos graxos daqueles compartimentos
corporeos. Dados desta natureza permitem o conhecimento e a comparacdo de diferentes
biomaracdores de ingestdo de acidos graxos, que podem ser obtidos para analise do consumo
lipidico por meio de um método de facil aplicabilidade e baixo custo, podendo ser utilizado

em estudos espidemioldgicos futuros.
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Avaliar a qualidade lipidica de alimentos processados habitualmente consumidos por
individuos adultos saudaveis residentes em &rea urbana do municipio do Rio de Janeiro e
associar com a composicdo dos acidos graxos nos lipideos totais no plasma e no tecido

adiposo de um subgrupo desses individuos.

4.2. Especificos

=  Determinar os teores de acidos graxos trans nos alimentos industrializados e processados,
ricos em lipideos, mais frequentemente consumidos pela populacdo do estudo e comparar
esses teores com dados disponiveis na literatura;

= Determinar os teores de &cidos graxos nos lipideos totais do plasma e no tecido adiposo
subcutaneo;

= Testar associacdo entre o0s teores de A&cidos graxos determinados nesses dois
compartimentos organicos e os dados dietéticos, antropomeétricos e bioquimicos da populagéo
estudada;

» Testar associacdo entre os teores de &cidos graxos determinados nesses dois
compartimentos organicos e o conteudo de acidos graxos trans de alimentos industrializados

habitualmente consumidos pela populacdo estudada.
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5. METODOS

5.1. Desenho do estudo

Trata-se de estudo transversal, inserido no projeto “Biomarcadores de acidos graxos e
enfermidades crénicas ndo transmissiveis”, conduzido no Laboratério de Bioguimica
Nutricional (LBgN) do Instituto de Nutricdo Josué de Castro (INJC) da Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ).

5.2. Consideracdes éticas

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho da UFRJ (processo numero 041/10) (ANEXO A) e os voluntarios
atestaram a aceitacdo de participar do estudo por meio da assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO B). Todas as etapas do estudo foram
planejadas de acordo com o preconizado pela Resolucdo 196/96 do Ministério da Saude
(BRASIL, 1996), respeitando os principios de autonomia, privacidade e da ndo maleficéncia.

Anteriormente a realizacdo da entrevista e da coleta de material bioldgico, os
voluntarios foram informados sobre os objetivos da pesquisa, 0s procedimentos a serem
empregados e foi reafirmada a garantia de sigilo e anonimato. Como retorno de sua
participacdo, os voluntarios receberam apenas os resultados de seus exames bioquimicos, ndo

havendo qualquer remuneracdo resultante da aceitacdo em participar do estudo.

5.3. Casuistica

Considerando o tipo de estudo (exploratério), a casuistica foi construida por
conveniéncia (KLEIN; BLOCH, 2005).

A captacdo dos voluntéarios foi realizada por agentes de saide e no Ambulatoério
Paroquial Irma Beta no bairro de Vila Rosario no municipio de Duque de Caxias, localizado
na regido metropolitana do Rio de Janeiro. O municipio ocupa area territorial de 465,7 km?,
correspondendo a aproximadamente 10% da area da regido metropolitana do Estado, e
concentra a maior parte das suas indastrias e servicos especializados, incluindo como
principais atividades econdmicas a industria de transformacédo, a prestacdo de servico e o
comeércio (COSTA NETO, 2002).

Os individuos foram selecionados aleatoriamente e convidados a participar do estudo,
guando foram informados sobre os objetivos e os procedimentos do mesmo. Para sua efetiva

inclusdo, os voluntarios responderam um questionario preliminar, por meio do qual foram
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obtidas informacGes sobre o curso de enfermidades correntes e pregressas bem como acerca
da utilizacdo de medicamentos (ANEXO C). Apos a assinatura do TCLE, foi realizada
avaliacdo antropometrica (peso, altura e perimetro de cintura) assim como avaliagdo da
glicemia e do perfil lipidico sanguineo em parceria com o Laboratdrio de analises clinicas
Laborafe, que presta servicos ao ambulatério onde os voluntarios foram captados,
constituindo variaveis para caracterizacdo da populacao estudada.

N&o foram incluidos no estudo individuos com menos do que 20 anos e mais do que
50 anos; gestantes e lactantes, assim como individuos que apresentavam doencas cronicas nao
transmissiveis, como diabetes mellitus tipo 2, hipertensdo arterial sistémica, doenca
cardiovascular, dislipidemias ou qualquer tipo de céncer. Também ndo foram incluidos
aqueles que informaram ter modificado sua alimentacdo, por orientacdo de nutricionista,
médico ou outro profissional da area de salde, ou por conta propria, nos trés meses que
antecederam a coleta das amostras bioldgicas.

Estudo de Garaulet et al. (2011) confirmou que a obesidade, em seus diferentes graus,
per se, influencia a composicdo de AG do tecido adiposo. Por esse motivo, neste estudo ndo
foram admitidos voluntarios obesos, segundo a classificacdo da Organizacdo Mundial da
Saude (OMS, 1998).

Foram elegiveis 107 individuos adultos, sendo 13 do sexo masculino e 94 do sexo
feminino. Destes, apenas 27 aceitaram participar da coleta de material biol6gico, entretanto,
apenas sete mulheres retornaram ao ambulatorio para realizar o procedimento. Considerada a
reduzida taxa de retorno, foi necessaria reformulacdo na conduta de abordagem dos
voluntarios. Neste sentido, foram contratados agentes de salde locais para realizacdo da
triagem bem como acompanhamento dos voluntarios até o local de coleta das amostras
bioldgicas. Assim, foram recrutados mais 46 adultos, todos do sexo feminino, elegiveis para o
estudo. Neste Gltimo grupo de voluntarios houve trés perdas: uma decorrente do fato de nao
ter apresentado o jejum necessario para a coleta de sangue e duas em razdo da obtencéo de
quantidade insuficiente de tecido adiposo subcutdneo. Todas as etapas do estudo doram
realizadas em apenas um encontro (Figura 5).

Desta forma, apesar de o objetivo inicial ter sido avaliar voluntarios de ambos 0s
sexos, apenas individuos do sexo feminino participaram de todas as etapas previstas no
estudo. Neste sentido, a populagéo final avaliada foi composta por 50 mulheres consideradas
saudaveis, segundo autoclassificacdo, residentes em area urbana selecionada em fungéo da

representatividade do estrato socioecondmico mais caracteristico da populagéo.
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Captacao dos voluntarios no Captacdo dos voluntarios por
Ambulatério Paroquial Irma Beta Agentes de salde

Aplicacdo questionario preliminar

A
Individuos elegiveis (n=107) Individuos elegiveis (n=46)

A4 y
Avaliagao dietética (n=107) Avaliagao dietética (n=46)

Perda: n=80 (nao concordaram
com coleta material)

Avaliacao bioquimica e antropométrica Avaliacdo bioquimica e antropométrica
/ Coleta plasma (n=27) / Coleta plasma (n=45)

Perda: n=1 (ndo realizou jejum)
y

Perda: n=20 (nio
comparecimento) v v

Coletatecido adiposo subcutaneo Coleta tecido adiposo subcutaneo
(n=7) (n=45)
| | Perda: n=2 (material
insuficiente)

A\ 4
Individuos do estudo (n=50)

Figura 5. Fluxograma de selecdo de amostra e etapas do estudo.

5.4. Coleta de informacdes sociodemograficas e dados antropométricos

InformacBes sociodemogréficas foram obtidas durante entrevista com cada
participante e registradas em formulario especifico utilizado para orientacdo das entrevistas
(ANEXO D).

As medidas de peso corporal, estatura e perimetro de cintura foram tomadas e
registradas (ANEXO D), por ocasido da coleta do material bioldgico (sangue e tecido adiposo
subcutaneo), seguindo orientacdes especificas do Ministério da Saude (BRASIL, 2011),
realizada em uma sala localizada no proprio ambulatorio onde a coletas foram conduzidas.

Para a medida do peso corporal utilizou-se balanca digital (Plenna®), com capacidade
de 150 Kg, estando o individuo de pé, posicionado no centro do equipamento, com 0 minimo
de roupa possivel, descalgo, ereto, com 0s pés unidos e 0s bracos estendidos ao longo do
corpo até que fosse realizada a leitura no visor. Para a medida da estatura foi empregado
estadiometro vertical, com o individuo descalco e a cabeca livre de aderegos, posicionado no
centro do instrumento, de pé, ereto, com os bragos estendidos ao longo do corpo, com a
cabeca erguida, olhando para um ponto fixo na altura dos olhos, pernas paralelas e pés
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formando angulo reto. Fita métrica inelastica e flexivel, com precisdo de 0,1 cm, posicionada
na regido abdominal despida do individuo foi utilizada para a medida da circunferéncia de
cintura, quando de pé, ereto, com o abdémem relaxado, bragos estendidos ao longo do corpo e
pernas paralelas, ligeiramente separadas. A medida foi tomada no ponto médio entre a borda
inferior da Gltima costela e a crista iliaca, apds uma expiracdo completa.

Segundo a OMS (2000), os valores de referéncia de circunferéncia de cintura
associados ao risco cardiovascular sao > 94cm e > 80cm, para homens e mulheres,
respectivamente.

Os parametros antropométricos de peso (kg) e estatura (m) foram utilizados para o
célculo do indice de massa corporal (kg/m?). A classificacdo do estado nutricional obedeceu
aos seguintes critérios: baixo peso (IMC <18,5); adequacao (IMC >18,5 < 24,9); sobrepeso
(IMC > 25,0 e < 30,0) e obesidade (IMC >30,0), conforme proposto pela OMS em 1998 para

individuos adultos.

5.5. Coleta de dados sobre consumo de alimentos fontes de lipideos e obtencdo das
amostras dos produtos mais frequentemente consumidos

Previamente a coleta das amostras biol6gicas, por ocasido da tomada das medidas
antropométricas, os participantes responderam um questionario elaborado especificamente
para o estudo, contendo, dentre outras, perguntas referentes a frequéncia de consumo de
alimentos fontes de lipideos, principalmente industrializados e processados bem como ao tipo
de 6leo de coccdo rotineiramente utilizado (ANEXO D). O objetivo desta etapa foi identificar
0s produtos industrializados habitualmente consumidos pela populagdo do estudo bem como
selecionar para andlise da composicdo lipidica, aqueles cuja frequéncia de consumo foi
considerada habitual (igual ou superior a 2 a 4 vezes por semana).

A organizagdo dos alimentos fontes de lipideos na forma de um questionario de
frequéncia, especificamente elaborado para o estudo, resultou da sua aplicacdo prévia (pre-
teste) realizada com uma subamostra (n=20). As informacgdes assim obtidas foram inseridas
em um banco de dados utilizando o software Excel verséo 12.0.

As informacdes, assinaladas pelos individuos, referentes as marcas dos produtos e aos
estabelecimentos/supermercados de compra habitual foram utilizadas para a identificacdo e
selecdo dos locais em que as amostras dos alimentos foram obtidas, deste modo, foram
adquiridas cinco unidades de cada lote do produto/alimento (total existente na prateleira, que

no presente estudo era igual ou menor do que 150 unidades).
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Cada conjunto de cinco unidades do alimento, proveniente do mesmo local de
distribuicdo e lote, foi homogeneizado para obter uma amostra composta. Duas amostras
compostas adicionais, de distintos lotes, também foram constituidas. Ao final, por cada
produto processado identificado como habitualmente consumido por essa populacdo, foram
contabilizadas trés amostras compostas, de modo que trés amostras compostas de um produto
significou a aquisi¢do de quinze unidades do mesmo, sendo cinco de cada trés diferentes

lotes.

Quadro 1. Alimentos habitualmente mais consumidos pela populagéo do estudo.

Categorias de alimentos Produtos

Oleos comestiveis Azeite de oliva
Oleo de soja marca 1

Oleo de soja marca 2

Margarinas Margarina marca 1

Margarina marca 2

Biscoitos Biscoito salgado tipo cream craker marca 1
Biscoito salgado tipo cream craker marca 2
Biscoito doce tipo maisena marca 1
Biscoito recheado sabor chocolate marca 3
Biscoito recheado sabor chocolate marca 4
Biscoito de leite recheado com chocolate marca 5
Biscoito salgado sabor presunto marca 1
Biscoito salgado sabor churrasco marca 6
Biscoito salgado sabor queijo marca 7
Biscoito salgado sabor queijo marca 8
Batata tipo palha marca 1

Batata tipo palha marca 2

Fast foods Batata frita
Cheeseburguer
Congelados Pao de queijo

Sorvete sabor napolitano marca 1

Sorvete sabor napolitano marca 2
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Foram adquiridos alimentos integrantes das seguintes categorias: 6leos comestiveis,
margarinas, biscoitos doces e salgados, fast foods de cadeias transnacionais e alimentos
congelados (Quadro 1). As amostras destes alimentos foram imediatamente acondicionadas
em bolsas hermeticamente fechadas a vacuo, colocadas em isopor e transportadas para o INJC
do CCS da UFRJ, onde foram armazenadas a -20°C até as analises.

Com a determinacdo do conteudo de &cidos graxos trans desses mesmos alimentos, no
presente estudo, foi possivel realizar comparagdo qualitativa com os teores de acidos graxos
dos biomarcadores de consumo de gorduras obtidos nesta pesquisa.

Informacdes dietéticas também foram obtidas a partir da aplicagcdo de recordatério de
24 horas, que ocorreu na mesma ocasido da aplicacdo do questionario supracitado, cuja
analise foi conduzida por meio da utilizacdo do software Brasil Nutri, com o objetivo de
conhecer a dieta recente dos voluntarios, além de possibilitar estimar o consumo recente de

nutrientes consumidos pelos mesmos.

5.6. Coleta de amostras bioldgicas
5.6.1. Plasma

Para as analises de acidos graxos, as amostras foram coletadas apds 12 horas de jejum,
por puncdo venosa, utilizando tubos de 10 mm, contendo 0,1% de A&cido
etilenodiaminotetracético (EDTA). O plasma foi obtido ap6s centrifugagdo (2000 rpm) por 20
minutos, a temperatura ambiente, acondicionado em tubo eppendorf identificado,
imediatamente disposto em isopor com gelo e transportado para o LBgN no INJC, onde
permaneceu armazenado a -80 °C até a ocasido das analises, periodo que ndo ultrapassou seis
meses, perfeitamente compativel com a observacdo de Hodson et al. (2002), referente a
manutencdo da estabilidade do plasma, nessas condicdes, por até quatro anos.

Nesta mesma ocasido, também foi realizada coleta de sangue para avaliacdo da
glicemia e perfil lipidico, executada pelo Laboratdrio Laborafe. Glicemia de jejum foi
avaliada por meétodo enzimatico, tendo como valores de referéncia entre 70 e 99mg/dL.
Colesterol total, triglicerideos e HDL-colesterol foram determinados por método enzimatico
colorimétrico. Valores referentes ao LDL-colesterol foram calculados por meio do emprego
da Formula de Friedwald. Foram considerados desejaveis valores abaixo de 200mg/dL de
colesterol total, inferiores a 150mg/dL de triglicerideos, superiores a 60mg/dL de HDL-
colesterol e inferiores a 150mg/dL de LDL-colesterol (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2001).
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5.6.2. Tecido adiposo subcutaneo

A coleta de tecido adiposo subcuténeo, por meio de puncdo aspirativa no quadrante
superior da nadega (Figura 6), obedeceu a metodologia previamente descrita por Beynen e
Katan (1985). Inicialmente a superficie da pele foi desinfetada com alcool 70% v/v, em
seguida foi aplicado fina camada de anestésico tdpico (Lidocaina pomada), com o objetivo de
minimizar o desconforto oriundo da penetracdo da agulha na pele do voluntério. Para o
processo de puncao, foi solicitado ao participante tensionar o musculo da perna, de forma a
facilitar a diferenciacdo do tecido adiposo. Ao tomar o quadrante superior externo da nadega,
a agulha foi inserida em angulo de 45° e 0 émbolo da seringa foi puxado para formar o vacuo.
O material foi coletado entre a agulha e a seringa e imediatamente removido para eppendorf
identificado e, assim como o plasma, foi acondicionado em isopor com gelo e transportado
para 0 LBgN no INJC, permanecendo armazenado a -80°C até a ocasido das analises. Sobre o

local da introducéo da agulha, foi posicionado curativo redondo do tipo blood stop.

Figura 6. Quadrante superior da naddega onde € realizada a coleta de tecido adiposo subcuténeo.

O procedimento foi realizado por uma enfermeira previamente treinada para o estudo em
local confortavel, privado e com condicfes higiénicas adequadas. Todo o material utilizado

foi descartado em caixas especificas para esse fim.

5.7. ldentificacdo e quantificacdo de &cidos graxos trans nos alimentos relatados
frequentemente consumidos

Para determinacdo dos teores de AGT nos alimentos foram utilizadas adaptacfes dos
métodos da American Oil Chemists’ Society (AOCS) Ce2b-11 (2011) e Ce 1j-07 (2007),
propostas por Masson et al. (2015), cujo objetivo foi melhorar a separacdo de AGT, tanto em
amostras bioldgicas, quanto em alimentos. O método preconiza a adi¢cdo de 1mL de padréo
interno C13:0 com concentracdo de 5,0 mg/mL em Hexano P.A. e 5 mL de NaOH 0,5 N

metanolico a amostra que foi homogeneizada em tubos Pirex®. Apo6s aquecimento a 100 °C
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por 15 minutos e imediato resfriamento em gelo por 5 minutos, foram adicionados 5 mL de
trifluoreto de boro (BF3) 14 % / MeOH sob leve agitacdo. Os tubos foram novamente
aquecidos por 2 minutos e resfriados em gelo. Em seguida, foram adicionados 3 mL de NaCl
saturado e 4 mL de hexano, sob agitacdo suave. Os tubos foram mantidos em repouso por 30
minutos para que houvesse a separacdo de duas fases. Os ésteres metilicos, formados na parte
superior, foram coletados em vials de 1 mL, proprios para amostrador automatico de
cromatografo a gés, e estocados em freezer a -20 °C. A separacdo destes ésteres se deu por
cromatografia gasosa, utilizando o equipamento Agilent Technologies 7890A CG System,
equipado com detector de ionizagdo de chama, acoplado ao programa EZChrom Elite CDS
(Agilent Technologies, Inc., C.A., U.S.A.) e coluna capilar de silica fundida SP-2560 de bis-
cianopropil polisiloxano (Supelco Inc., P.A., U.S.A.) com 100 m x 0,25 mm x 0,2 pm de
didametro interno, com programacao de temperatura estabelecida para 100 °C, com taxa de
aumento de 3 °C /minuto, alcancando a temperatura de 140 °C. A taxa de aumento da
temperatura foi de 0,5 °C /minuto até alcancar 170 °C, sendo depois de 3,2 °C/minuto até 220
°C, permanecendo nesta temperatura por 35 minutos. As temperaturas do injetor e detector
foram de 250 °C. Os fluxos de gases (Linde Gases, RJ, BR) foram de 0,75 mL/minuto para o
gas de arraste (Hy); 25 mL/minuto para o gas auxiliar (N,); 30 mL/minuto e 400 mL/minuto
para 0 H, e para o ar sintético da chama, respectivamente. A razdo de divisdo da amostra
(split) foi de 1:100. As injecdes foram realizadas por meio de injetor automatico e o volume
de injecdo foi de 1 uL. Essas condigdes seguiram a metodologia adapatada da AOCS Ce 1j-07
(2007).

Os AG trans metilados foram identificados com base na comparagdo com o tempo de
retencdo relativo dos picos do padrdao de mistura de ésteres metilicos 463 (Nu-Chek Prep.
Inc.). A quantificagdo de cada AG foi realizada utilizando-se o padréo interno C13:0 (Sigma-

Aldrich®) como referéncia.

5.8. Identificacéo e quantificacdo de acidos graxos nas amostras bioldgicas
5.8.1. Plasma

Para determinacdo dos AG plasmaticos, as amostras foram submetidas a extracdo
lipidica, saponificacdo e metilacdo, de acordo com o método descrito por Lepage e Roy
(1986).

Primeiramente, foram colocados em tubo de metilacdo 25uL de padrdo interno e
100uL de plasma. Foram, entdo, adicionados 2ml de metanol: tolueno — BHT. Em capela e

em gelo, foram acrescentados 100uL de cloreto de acetila, 0 agente metilante. Os tubos foram
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entdo agitados e deixados em ambiente sem iluminacdo por 24 horas. Apos esse periodo, 0
contetdo do tubo foi transferido para um tubo limpo, utilizando um pedago de algodao
desengordurado para filtracdo. Foram, entdo, acrescentados 500ul de tolueno — BHT e 5 ml de
carbonato de potassio 6%. Apos agitacdo por 30 segundos, os tubos foram centrifugados por
10 minutos a 2000rpm em temperatura ambiente. A fase superior foi recolhida com pipeta
pasteur para um novo tubo e foi utilizado nitrogénio para evaporagao e posterior ressuspencao
em 1mL de hexano, que foi transferido para um vial contendo 50mg sulfato de sodio.

Os ésteres metilicos foram quantificados por cromatografia gasosa, utilizando o
equipamento Agilent Technologies 7890A CG System, equipado com detector de ionizagéo
de chama, acoplado ao programa EZChrom Elite CDS (Agilent Technologies, Inc., C.A,,
U.S.A)), de acordo com os procedimentos descritos pela AOAC (2005). As solucdes de
ésteres metilicos foram inseridas no equipamento por meio de injetor automatico, em volumen
igual a 1 pl/amostra, por método splitless. Os AG foram separados em coluna capilar de
silica fundida SP-2560 de bis-cianopropil polisiloxano (Supelco Inc., P.A., U.S.A.) com 100
m x 0,25 mm x 0,2 um. Foram obedecidas as seguintes condi¢Ges de operacdo: temperatura
programada da coluna: 40 °C a 225 °C; temperatura de injetor: 250 °C; temperatura do
detector: 250 °C; gés de arraste (Linde Gases, RJ, BR): hidrogénio; velocidade linear: 2,0
mL/minuto. Os fluxos de gases (Linde Gases, RJ, BR) foram de 0,75 mL/minuto para o gas
de arraste, 25 mL/minuto para o gas auxiliar (N,) e 400 mL/minuto para 0 H, e para o ar
sintético da chama.

Os AG metilados foram identificados com base na compara¢do com o tempo de
retencdo relativo dos picos do padrdao de mistura de ésteres metilicos 463 (Nu-Chek Prep.
Inc.). A quantificagdo de cada AG foi realizada utilizando-se o padréo interno C13:0 (Sigma-

Aldrich®) como referéncia.

5.8.2. Tecido adiposo subcutaneo

Os procedimentos de extracdo dos lipideos, saponificacdo e metilagdo dos AG das
amostras de tecido adiposo foram realizados utilizando-se o método AOCS Ce 2b-11 (AOCS,
2011) adaptado, que preconiza a adicdo de 200 pL de padrio interno C13:0 (Sigma-
Aldrich®), com concentracdo de 5,0 mg/mL em Hexano P.A. e 50 mL de NaOH 0,5 N
metanolico, a amostra que foi homogeneizada em tubos Pirex®. Apds aquecimento a 100°C
por 15 minutos e imediato resfriamento em gelo por 5 minutos, foram adicionados 5 mL de
trifluoreto de boro (BF3) 14 % /MeOH sob leve agitagdo. Os tubos foram novamente

aquecidos por 2 minutos e resfriados em gelo. Em seguida, foram adicionados 3mL de NaCl
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saturado e 4 mL de hexano ao tubo, sob agitacdo suave. Os tubos foram mantidos em repouso
por 30 minutos para que houvesse a separagdo de duas fases. Os ésteres metilicos formados na
parte superior foram coletados em vials de 1 mL, proprios para amostrador automatico de
cromatografo a gas, e estocados em freezer a -20°C para posterior analise do perfil de acidos
graxos.

Os ésteres metilicos foram, entdo, separados em coluna capilar de silica fundida SP-
2560 de bis-cianopropil polisiloxano (Supelco Inc., P.A., U.S.A.) com 100 m x 0,25 mm x 0,2
um de didmetro interno, cuja programacao de temperatura da coluna foi estabelecida para 100
°C, com taxa de aumento de 3 °C/minuto, alcancando a temperatura de 140 °C. A taxa de
aumento da temperatura foi de 0,5 °C/minuto até alcancar 170 °C, sendo depois de 3,2
°C/minuto até 220 °C, permanecendo nesta temperatura por 35 minutos. As temperaturas do
injetor e detector foram de 250 °C. Os fluxos de gases (Linde Gases, RJ, BR) foram de 0,75
mL/minuto para o gas de arraste (H,), 25 mL/minuto para o gas auxiliar (N,) e 400
mL/minuto para o ar sintético da chama. A razdo de divisdo da amostra (split) foi de 1:100.
As injecOes foram realizadas por meio de injetor automatico e o volume de injecdo foi de 1
uL. Essas condi¢oes seguiram a metodologia adapatada da AOCS Ce 1j-07 (AOCS, 2007).

Assim como para a determinacdo dos AG plasmaticos, os AG metilados obtidos do
tecido adiposo subcutaneo foram identificados com base na comparagdo com o tempo de
retencdo relativo dos picos do padrdo de mistura de ésteres metilicos 463 (Nu-Chek Prep.
Inc.) e a quantificacdo de cada AG também foi realizada utilizando-se o padrdo interno C13:0

(Sigma-Aldrich®) como referéncia.

5.9. Analise estatistica

Os resultados foram sistematizados em um banco de dados com auxilio do software
Excel verséo 12.0 e analisados com o auxilio do software Stata verséo 13.0.

Foi, primeiramente, realizada analise descritiva de todas as variaveis, representadas
por proporgdes (variaveis categoricas) e médias + desvio padrdo, mediana, minimo e maximo
(variaveis continuas).

As variaveis foram avaliadas quanto a sua normalidade pelo teste de Kolmogorv-
mirnov. Testes paramétricos foram executados de acordo com a distribuicdo das variaveis.

Foi adotado o teste t de Student para comparacdo de médias e os testes de correlagéo
foram avaliados utilizando-se o coeficiente de correlacdo de Pearson. Foram, também,

testados modelos de regressao linear entre as variaveis concentracdes de AGT e concentracdo
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de AGS no tecido adiposo subcutdneo (MITCHELL, 2012). Para todas as andlises, foi
adotado p<0,05.
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6. RESULTADOS

Os dados obtidos no presente estudo foram organizados no formato de dois

manuscritos:

6.1. Manuscrito 1: artigo submetido a Revista Food Control.
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Were policies in Brazil effective for reducing trans fat from industrial origin in foods? A

current survey in processed foods consumed by adults living in Rio de Janeiro, Brazil

Abstract

Adverse health effects from the intake of trans fatty acids (TFA) have led to efforts to
decrease the consumption of these lipids in Brazil. In addition, the food industry has been
driven to seek substitutes for oils modified by hydrogenation. The aim of this study was to
determine the TFA content of foods commonly consumed by adults living in a metropolitan
region of Rio de Janeiro, Brazil. Food frequency questionnaires were applied in 107 adults of
both female and male gender in 2013. The most commonly consumed products from the
survey, including vegetable oils, margarine, biscuits, snacks, cheese bread, french fries,
cheeseburger and ice cream were then analyzed for their TFA content using gas
chromatography. Relevant differences in the levels of TFA were observed among the
products, once that TFA content ranged between 0.00g % in cream cracker biscuit 1 and olive
oil to 12.92g % in chocolate sandwich with cream filling 2, mainly of the different brands
margarines (0.20 g % and 0.00 g %) and biscuits (0.00g % and 12.92g %). These data are
significantly lower than those reported in previously survey conducted in 2003, probably a
direct consequence of the present legislation destined to promote restricting or banning trans
fat in Brazil. Our data clearly indicates that Brazilian regulation produced the desired effect,
reducing TFA in most of the processed foods but not yet eliminate them, which reinforces the
urgent need to revise the legislation, since minimum amount of trans fat does not mean that

the food product does not contain this type of fat.

Keywords: trans fatty acid, processed food, gas chromatography, dietary assessment,

legislation, nutrition labeling.
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1. Introduction

Trans Fatty acids (TFA) refer to a group of unsaturated fatty acids that contain one or
more isolated, non-conjugated, double bonds in a trans geometric configuration (Lottenberg,
2009). They are present in meat and dairy products as a by-product of fermentation in
ruminant animals and in vegetable fats as a result of partial hydrogenation of polyunsaturated
vegetable oils (Filip et al., 2010). Human consumption of naturally occurring TFA from
ruminants is generally low and there is evidence to suggest that it does not adversely affect
health (Lottenberg, 2009; Wang, Jacome-Sosa & Proctor, 2012). In contrast, consumption of
industrially produced partially hydrogenated vegetable oils has been associated with an
increased risk of cardiovascular disease (Hu, Manson, & Willett, 2001; Oomen et al., 2001
Oh et al., 2005), Alzheimer’s disease, Type 2 Diabetes Mellitus, cancer and several other
diseases (Oomen et al., 2001); Oh et al., 2005; Garbarino & Sturley, 2009; Filip et al., 2010).
A TFA intake of 5g per day is associated with 25% increase in the risk of ischemic heart
disease (Stender et al., 2006). Therefore, the removal of partially hydrogenated vegetable oils
containing industrially produced TFA from the food supply has been described as one of the
most straight forward public health interventions for improving diet and reducing the risk of
non communicable disease (Mozaffarian & Stampfer, 2010; Downs, Thow & Leeder, 2013).

In Brazil, commercial hydrogenation of vegetable oils dates from the late 1950s, for
producing shortening and hard margarine. With the development of partial and selective
hydrogenation techniques, processed vegetable fats rapidly displaced animal fats in the diet of
the Brazilian people. This process of the partial hydrogenation (addition of hydrogen across a
double bond to make it saturated) can cause isomerization of cis double bonds into the trans
form. Such partially hydrogenated vegetable oils are attractive to the food industry because of
their longer shelf life, oxidative stability, and semi-solidity at room temperature (Lottenberg,

2009). At the beginning of the century XXI, these fats have been widely used in the
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production of several foods, such as margarine, chocolate spreads, biscuits, potato chips, and
bakery products (Ansorena et al., 2013). A study conducted in Brazil in 2003 showed that the
average on the contents of TFA in fried potatoes from fast food restaurants was 4.749/100g;
in ice cream the values varied from 0.041g to 1.41g; and in cookies ranged from 2.81g to
5.60g (Chiara et al., 2003).

The food industry has increased efforts to reduce TFA amounts, especially in
processed foods, due to the damaging health effects associated with the TFA intake (Norris,
2005). Most public health agencies have implemented labeling or ingredient restrictions on
trans fats, including Brazil. In 2003, the National Sanitary Surveillance Agency (ANVISA)
made obligatory declaration of the quantity of TFA on the nutritional labels of processed food
commercialized in Brazil (ANVISA, 2003). In addition, according to The Executive Board
Resolution (Resolucé@o da Diretoria Colegiada, RDC) no. 359 and no. 360, processed foods
that contain an amount of trans fat that is less than or equal to 0.2 g of trans fat per portion
can be considered and published as “does not contain trans fat”. This value was also
described as “not significant” in the Resolution (ANVISA, 2003). Moreover, when the
quantity of trans fat does not reach the minimum limit recommended by the legislation, the
food industry is under no obligation to display the content on the label, thus making
nutritional analysis on the food regarding trans fat actually impaired (Proenca & Silveira,
2012).

In order to estimate intakes and support decision-making regarding risk management,
there is a need to continue to assess the content of trans fats on Brazilian food labels. The
purpose of the study reported here was to perform analyses, and thereby provide more

information on TFA content currently found in Brazilian-manufactured foods.

2. Material and methods

2.1 Study design and participants
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A specific questionnaire to investigate the consumption of processed food rich in fat
content was applied in a previous study. The survey carried out in 2013 included 107 adults,
20 to 50 year old male and female living in Duque de Caxias, Rio de Janeiro, Brazil. Duque
de Caxias city was chosen for the study for being an important Industrial center with about
842.686 people, located in the metropolitan area of Rio de Janeiro (Costa Neto, 2002).
Participation was voluntary and subject to written consent. The study protocol was approved
by the Ethics Committee of the Federal University of Rio de Janeiro Hospital (no. 041/10).

A specifically designed dietary questionnaire was administered during face-to-face
interviews with participants to assess the frequency of consumption of processed foods over
an extended period of time. Were considered the most commonly consumed foods whose
frequency of consumption was equal to or higher than 2 to 4 times a week.

2.2 Samples

The selected products are related on table 1. The food samples were obtained at
points of distribution and/or supermarkets of usual purchase, according participants
information. The collected samples of foods were immediately packed in vacuum sealed bags,
placed in thermal box and transported to the Laboratory of Nutritional Biochemistry at the
Nutrition Institute Josué de Castro of the Federal University of Rio de Janeiro, where were
stored at -20°C until the analysis.

2.3 Sample preparation

For each product, five samples from three different batches were purchased. To allow
for thorough homogenization of samples and to obtain representative aliquots (OIML, 2004)
of the products analyzed, five samples from same batch were homogenized to obtain a
composite sample. The same was done for the other two batches purchased. The end of all,
three composite samples (each with 15 sub-samples) were formed and prepared for analysis of

trans fatty acids.
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The homogenization of the samples was perfomed at room temperature. Solids
samples were homogenized in 0.9 % saline solution using mini processor, while liquid and
creamy as the oils and margarines were shaken in glass tubes without processor usage.

2.4 Analysis of samples
2.4.1 Lipid extraction and preparation of fatty acid methyl esters

The extraction of lipids, saponification and methylation of fatty acids contained in the
samples were performed using the method of AOAC Ce-2b-11 (AOCS, 2011) with
adaptations in temperature (Masson et al., 2015), which advocates the addiction of 1.0 mL of
standard internal C13:0 at a concentration of 5.0 mg/mL in hexane and 5.0 mL of 0.5 N
methanolic NaOH sample was homogenized in Pirex® tubes. After heating at 100 °C for 15
minutes and immediate cooling on ice for 5 minutes, was added 5.0 mL of boron trifluoride
(BF3) 14.0 %/MeOH under gentle agitation. The tubes were again heated for 2 minutes and
cooled on ice. Then, were added 3.0 mL of saturated NaCl and 4.0 mL of hexane in the tubes
under gentle agitation. The tubes were kept at rest for 30 minutes so that there was a
separation of two phases. The methyl esters (FAMESs) formed in the upper part of the tube
were collected in vials of 1.0 mL own to autosample gas chromatograph (GC) and stored at -
20 °C for subsequent analysis of fatty acids.

FAMESs were prepared using International Standards — 1SO 550, recommended by the
AOAC Method Ce 1j-07 (AOCS, 2007). 1.0 mL of an internal standard solution containing
5.0 mg of 13:0-TAG (triacylglycerol) was added to each 100.0 mg of anhydrous fat sample.
2.4.2 Gas chromatograph analysis of fatty acid methyl esters

FAMEs were separated and quantified using an Agilent model 7890 GC instrument
(Palo Alto, CA, USA) equipped with a flame ionization detector (FID) and an EZ Chrom
Elite software. A highly polar fused silica capillary column SP™-2560 (100.0 m length x 0.25

mm i.d. x 0.2 mm film thickness; Supelco Inc., PA., USA) coated with a 100.0 %
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cyanopropyl polysiloxane stationary phase was used to separate the FAMESs. The temperature
of injector and detector were maintained at 250 °C, split ratio of 1:100. The oven temperature
program developed was: initial temperature 100 °C ramped 3 °C/min — 140 °C, ramped 0.5
°C/min - 170°C, ramped 4 °C/min — 220 °C, maintained for 35 minutes. Carrier gas hydrogen,
make up gas nitrogen, and hydrogen and air for the FID were used. 1.0 uL of sample or
standard at the concentration indicated in the AOCS Method Ce 1j-07 (AOCS, 2007) were
injected into the GC for analysis. Each FAMEs was identified by comparison of its relative
retention time to those of commercial standards (GLC-463- Nu-Chek Prep. Inc) and other
references FAME standards. The final results were expressed in g FAME/100g FAME. Each
determination was run at least in triplicate. Quantification of the fatty acids was carried out by
calculating the response factors of individual fatty acid isomers. Better separation was
achieved in the trans C18:1, trans C18:2 and trans C18:3 regions based on an improvement
of the AOCS Official Method Ce-1j 07 (AOCS, 2007). Total TFA was calculated as the sum
of t7-C18:1(trans-7-octadecenoic acid), t9-C18:1(trans elaidic acid), t11-C18:1(trans
vaccenic acid), t12-C18:1(trans-12-octadecenoicacid) and t9, t12-C18:2 (trans linolelaidic
acid).
2.5 Statistical analysis

The samples were analyzed in triplicate, and the results are expressed as mean value
and standard deviation. The results were compared using analysis of variance with a 5 %
significance level with the objective of excluding outliers (Ribeiro Junior, 2004). For all

analysis, was used the software Excel version 10.0.

3. Results and discussion
The main findings of this study show that the policies introduced to decrease TFA
content in the food supply have been effective when compared to data in literature in Brazil in

recent years, mainly because of the intervention employed in 2003 by the ANVISA. Although
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significant progress has been made with labelling regulation in Brazil, TFA content need to be
reduced more, particularly in fast foods and some types of biscuits.

The TFA comprised isomers of 16:1, 18:1 and 18:2 acids and trans 18:1 isomers were
the major group of TFA present in most brands analyzed, ranging from 0.0 to 12.38 g /100 g
of product (Table 2). The highest TFA concentrations were found in chocolate sandwich with
cream filling biscuit brand 2 and lowest content were found in olive oil and cream cracker
biscuit brand 1, which are trans free. Differently, previous study (Martin et al., 2005)
assessed the content of TFA in cream cracker biscuits marketed in Brazil and noted that total
TFA in the samples ranged from 12.2 % to 31.2 % of total fatty acids and the mean value was
20.1 %. However, this study was realized before the change in Brazilian legislation (ANVISA
2003) that demanded all food labeling include information referring to the product’s trans
fatty acids content. Dias and Gongalves (2009) assessed the nutritional labeling of 150
samples different brands of biscuits, chocolates and ice cream. These authors found that about
55 % of the products analyzed were not yet adequate to the ANVISA’s legislation,
particularly with regard to the portion size information and the content of trans fatty acids. In
another study, the TFA level in some margarines purchased at supermarkets in Brazil
remained over 50 % after regulation (Beninca et al.., 2009). Finally, when comparing the TFA
concentrations found in this study with those found by Winter et al. (2006), there is high
reduction of this type of fatty acid in potatoes straw marketed in Brazil, probably by replacing
the hydrogenated vegetable fat used for frying with other types of oils. Therefore, the removal
of partially hydrogenated vegetable fat, containing industrially produced TFA in processed
food by Brazilian industries was not an easy and fast procedure when compared to other
countries.

Recently we demonstrated low content of TFA on biscuits frequently consumed by

Brazilian college students in the 2009-2011 period (Dias et al., 2015). In addition, high
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content of palmitic acid were found, indicating the likely use of palm oil in manufacturing.
Likewise, in the current study, palm oil appears to be the main hydrogenated vegetable fat
substitute in the manufacture of processed foods, since high content of saturated fatty acids,
particularly palmitic acid, were found in the samples (data not shown). Exceptions are
margarine brand 2 and salty biscuit flavor barbecue, in which possibly soybean oil was used
due to higher content of polyunsaturated fatty acids, particularly linoleic acid. These results
highlight another concern as the use of alternative fats to decrease TFA content produces
industrialized food products with high content of saturated fatty acids or low content of
essential fatty acids. Additionally, it has been reported that a high intake of saturated fat
contributes to the development of coronary heart disease (Hoenselaar, 2012). Therefore, the
transition from partially hydrogenated vegetable oils to “healthier” oils may be easier for
countries that grow crops producing oils rich in mono- or polyunsaturated fatty acids (PAHO,
2008). For example, Argentina was able to shift production to high-oleic sunflower oil to aid
product reformulation, whereas similar changes may be more difficult in Brazil whose palm
oil production has increased significantly in recent decades (Brasil, 2010).

The use of palm oil as the main substitute for hydrogenated vegetable fat was also
observed by Gagliardi, Mancini Filho and Santos (2009) after analysis of fatty acids profile in
foods marketed in Brazil, such as margarines, cookies and fast food products. As ascertained
in the present study, there was an increase in palmitic acid content in food associated with the
reduction of TFA.

Other alternative ingredients to trans fats are now available in the food supply
allowing the reformulation of food products that is mandatory to comply with policies and
advices from health authorities. Interesterification has been one alternative in the manufacture
of margarines. The process allows the production of trans fat free or very low content of TFA,

from the rearrangement of fatty acids in ester bonds of glycerol and consequent change in
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melting point and crystallization of fat. As the result, the final product having as a matter
materials with similar functionality, but of different chemically hydrogenated fats (Cavendish
et al. 2010). This process could be the responsible for the low TFA content in margarine
brand 1.

According to Brazilian legislation, a product can be classified as free TFA when it
contains, in a portion, less than 0.2 g (ANVISA, 2003). In the present study only frozen
cheese bread and chocolate sandwich with cream filling biscuit brand 2 can be considered,
according to Brazilian legislation, TFA source products, with 0.23 g and 3.76 g per serving of
the product. However, attention should be paid to the question of the amount consumed since
often ingestion is greater than that portion, resulting in intake of considerable amounts from
TFA. Thus, the upper portion consumption may represent significant intake of trans fats. In
the other hand, it has been questioned maintaining this maximum limit consumption of fatty
acids, as in the case of the United States, where, recently, the Food and Drug Administration
(FDA, 2013) regulates the exclusion of sources of trans fats in processed foods and industrial
fatty acids. Thus, following the global trend towards the elimination of trans eating, it would
be important to revise the official Brazilian documents on trans fat.

In the present study, when different brands of the same product are compared, it is
observed that the food industry may use different lipid sources for the manufacture of similar
items, which can affect not only the lipid quality of the final product and price to the
consumer. These differences were detected in oils and margarines, but mostly in sweet
biscuits with filling. Important to notice that the brand 2 of this biscuit, which showed high
content of TFA, is a cheaper product that the similar one. Additionally, the lipid composition
indicates use of hydrogenated vegetable fat as an ingredient in its industrial process. In fact,
the official Brazilian legislation recommends that consumers consult the list of product

ingredients because indications of absence of trans fat in the nutritional information cannot be
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considered safe. However, Silveira (2011) detected different forms of fat source of trans fatty
acids representation on food labels as partially hydrogenated oils, hydrogenated vegetable fat,
hydrogenated vegetable oil, among others. In addition, terms may be found as fat, vegetable
cream, margarine, which have not known whether or not are trans fatty acids. For products
analyzed were found terms such as vegetable fat, hydrogenated vegetable fat, margarine,
soybean oil, interesterified vegetable fat, vegetable oil interesterified. This lack of
standardization may confuse consumers as to the quality of fat added to the product.

It is probable that the contents of TFA in processed food produced in Brazil is
declining due to the progress of food industry in reducing the trans fat content in a wide range
of products and due to more aware consumer food choices. When products in the city of Rio
de Janeiro in 2003, prior to legislation aimed at reducing the use of hydrogenated fats by the
food industry, were analyzed, high content of trans fatty acids were found (Chiara et al.,
2003). On the other hand, data from current study indicate low content of these fatty acids in

similar products, as shown in Figure 1.

4. Conclusions

TFA content varied between 0.00g % and 12.92g % and different values were found
among similar products, indicating distinct lipid sources in food production.

The results found in this study and their comparison with data from literature previous
to Brazilian legislation indicate that replacing fats rich in TFA for alternative sources has been
carried out by the food industry, although it has not been observed in all analyzed products.
However, there is little information about the quality of fats used in this replacement,

resulting often in increased consumption of saturated fats.
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Table 1. Products selected for analysis.

Food category

Selected food

Oils and fats

Soybean oil brand 1
Soybean oil brand 2
Olive oil

Margarine brand 1
Margarine brand 2

Cream crackers and cookies

Cream crackers brand 1
Cream crackers brand 2
Cookies without filling
Chocolate sandwich cookies with chocolate-flavored

filling brand 1
Chocolate sandwich cookies with chocolate-flavored
filling brand 2

Plain sandwich cookies with chocolate-flavored filling

Snacks

Ham flavored

Barbecue flavored

Cheese flavored brand 1
Cheese flavored brand 2
Shoestring potatoes brand 1
Shoestring potatoes brand 2

Fast foods

Cheeseburger
French fries

Frozen food

P&o de queijo’

Ice cream brand 1 - chocolate, vanilla and strawberry
flavors

Ice cream brand 2 - chocolate, vanilla and strawberry
flavors

1 . . .
A savory bun made from sour manioc starch, eggs, milk, oil and cheese.
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Table 2. Trans fatty acid (TFA) content (g %) (mean £ SD) of the analyzed samples.

Product C16:1t Cc18:1t° C18:2t°  Total TFA TFA per serving
Soybean oil brand 1 0.00 0.00 0.09+£0.01 0.09 0.01
Soybean oil brand 2 0.00 0.00 0.26 £0.01 0.26 0.03
Olive oil 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Margarine brand 1 0.03+0.10 0.21+£0.10 0.65%0.01 0.86 0.09
Margarine brand 2 0.00 0.00 0.20 £ 0.07 0.20 0.03
Cream crackers brand 1 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
Cream crackers brand 2 0.00 0.04+0.01 0.08+0.02 0.12 0.04
Cookies 0.00 0.00 0.01 £ 0.00 0.01 0.00
Chocolate sandwich cookie with chocolate- 0.00 047+0.11 0.05+0.01 0.52 0.16
flavored filling brand 1

Chocolate sandwich cookie with chocolate- 0.00 12.38+1.16 0.54+0.02 12.92 3.88
flavored filling brand 2

Plain sandwich cookie with chocolate-flavored 0.00 0.06 £0.00 0.13+0.00 0.19 0.00
filling

Ham-flavored savory biscuit 0.00 0.00 0.06 £ 0.00 0.06 0.02
Barbecue-flavored savory biscuit 0.00 0.00 0.05+0.02 0.05 0.01
Cheese-flavored savory biscuit brand 1 0.01£0.00 0.05+0,01 0.02+0.00 0.07 0.00
Cheese-flavored savory biscuit brand 2 0.01£0.00 0.00 0.04 £0.00 0.05 0.00
Shoestring potatoes brand 1 0.02 £ 0.00 0.08+£0.00 0.11+£001 0.21+0.01 0.05+0.00
Shoestring potatoes brand 2 0.01+0 0.05+£0.00 021+£001 0.27+£0.01 0.05x0.01

8§



Cheeseburger (fast food) 0.00

French fries (fast food) 0.00
Frozen pao de queijo 0.03+£0.01
Ice cream 1 0.00
Ice cream 2 0.00

0.75+0.04
0.00

0.43+0.01

0.01+0.00
0.00

0.08 +0.02
0.01+0.00
0.04 +0.01
0.03+0.00
0.02 £0.00

0.83
0.07
0.51
0.04
0.02

4C16:1 9t, C16:1 11t

b 18:1 6t+8t, C18:1 9t, C18:1 10t, C18:1 11t, C18:1 13t+14t
©C18:2 9t,12t, C18:2 9t,12¢, C18:2 11t,15¢, C18:2 7t, 9t
dPortion not established

t=trans / c=cis

6§
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lce cream 4 (b)
lce cream 3 (b)
lce cream 2 (b)
lce cream 1 (b)
Ice cream 2 (a)
Ice cream 1 (a)
French fries (b)
French fries (a)
Cream cracker 3 (h)
Cream cracker 2 (h)
Cream cracker 1 (b
Cream cracker 2 (a
Cream cracker 1 (a

)
)
)

TFA (g %)

Figure 1. Comparison of trans fatty acid (TFA) content (g %) of cream crackers, french fries
and ice cream in the present study (a) and values reported in the literature (Chiara et al., 2003)

before the introduction of Brazilian legislation on the subject (b).



6.2. Manuscrito 2: artigo a ser traduzido para ser submetido a Revista Lipids
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Acidos graxos nos lipideos totais plasmaticos e no tecido adiposo como biomarcadores
da ingesté&o lipidica de mulheres residentes em &rea urbana do municipio do Rio de

Janeiro

Resumo

O presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil dos &cidos graxos (AG) no plasma e no
tecido adiposo subcutaneo de 50 mulheres saudaveis residentes em area urbana e associar com
o perfil de AG de alimentos processados frequentemente consumidos por estas mulheres. A
andlise dos teores de AG no plasma e tecido adiposo das voluntérias foi realizada por
cromatografia gasosa. Também foi realizada avaliagdo antropométrica, bioquimica e dietética,
cujos dados foram correlacionados entre si. Observou-se elevado consumo de gorduras
saturadas e consumo adequado de acidos graxos polinsaturados em 44% e 72% dos
individuos, respectivamente. Também foi constatado consumo elevado de 4cidos graxos trans
(AGT), que possivelmente foi superestimado devido as provaveis informacdes desatualizadas
das tabelas de composicdo de alimentos. Quantidades mais reduzidas de AGT foram
encontradas no plasma do que no tecido adiposo, sugerindo a eficiéncia deste altimo
compartimento organico em refletir o consumo dietético de AG em longo prazo. Observou-se,
no plasma, elevados teores de &cidos graxos saturados (AGS), em especial do &cido palmitico,
em consonancia com o também elevado consumo de gorduras saturadas, confirmando o
plasma como biomarcador de ingestdo recente. No tecido adiposo, foram encontradas
reduzidas proporcGes dos é&cidos graxos polinsaturados de cadeia longa. Reduzidas
concentrages de AGT no plasma foram associadas ao maior teor de AGS, principalmente
acido palmitico (p=0,018, p=-0,0114 / p=0,005, B=-0,1540). Conclui-se que o plasma e o
tecido adiposo sdo capazes de predizer o consumo de AG dietéticos a curto e em longo prazo,

respectivamente.

Palavras-chave: acidos graxos, acidos graxos trans, plasma, tecido adiposo, biomarcadores,

cromatografia gasosa.
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1. INTRODUCAO

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) apontam que as doencas
cardiovasculares sdo a primeira causa de mortes em todo o mundo (OMS, 2015). Estimou-se
que 17,5 milhdes de pessoas morreram em decorréncia dessas doencas no ano de 2005,
representando 30% de todas as mortes e ha previsdo de que, durante o corrente ano, este
namero alcance 20 milhdes de individuos (Cimadon, Geremia e Pellanda, 2010).

Nas ultimas décadas, a funcdo dos 6leos e gorduras na saide bem como na doenca tem
sido intensamente pesquisada. Como resultado, vem sendo enfatizada a importancia da
ingestdo de acidos graxos (AG) n-3, a reducdo do consumo de &cidos graxos saturados e o
controle da ingestdo de &cidos graxos trans (AGT) (Taha et al., 2014; Sociedade Brasileira de
Cardiologia, 2013; Martin et al., 2006). Tendo em vista a crescente preocupacdo com a
reducdo do consumo de AGT, legislacbes de varios paises, incluindo o Brasil, foram
instituidas com o intuito de regular o emprego da gordura vegetal parcialmente hidrogenada
em produtos alimenticios. Desde entdo, a industria de alimentos vem sendo impulsionada a
buscar substitutos para os 6leos modificados com a hidrogenacédo e tem buscando alternativas
mais eficientes, combinando a hidrogenacéo e a interesterificacdo quimica e/ou o uso de 6leos
vegetais saturados (palma), que tém resultado na reducdo de isbmeros trans nos produtos
alimenticios manufaturados (Ribeiro et al., 2007).

A avaliagdo da ingestdo de lipideos ou &cidos graxos da dieta, em estudos clinicos e
epidemioldgicos, tradicionalmente € realizada por meio de métodos de inquérito alimentar,
como os questionarios de frequéncia alimentar, registros alimentares e recordatorios de 24
horas (R24h) (Mayneris-Perxachs et al., 2014; Fisberg et al., 2005). Apesar da frequente
utilizacdo desses instrumentos, sdo reconhecidas suas limitacdes relativas a estimativa da
ingestdo desses nutrientes em estudos dietéticos no Brasil. A coleta de informagdes
fidedignas, a escassez de tabelas de composic¢éo de alimentos, incluindo valores de AG, bem
como a dificuldade na avaliacdo do tipo de lipideo utilizado no preparo dos alimentos,
representam algumas destas limitacdes (Pinto et al., 2010; Potischman, 2003). Desta forma,
na atualidade no Brasil e, de um modo geral na América Latina, ndo se conhece plenamente a
qualidade da fonte lipidica dos alimentos habitualmente consumidos pela populagéo,
principalmente no que se refere aos AGT.

De outro modo, tem sido crescente o interesse na identificacdo de marcadores que
proporcionem estimativas mais exatas acerca da composicdo bem como da qualidade das
gorduras dietéticas. O emprego da composicdo de AG de diferentes compartimentos corporais

como marcador do consumo dietético de lipideos vem sendo utilizado como preditor de
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doencas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) (Risé et al., 2007; Williams, Baylin e Campos,
2007). Acidos graxos especificos podem ser quantificados em tecidos prontamente
disponiveis, tais como o plasma e o tecido adiposo (Potischman, 2003), permitindo a
utilizacdo destes compostos como biomarcadores em estudos epidemioldgicos.

Dependendo do tecido a partir do qual o AG é determinado, este pode ser considerado
como biomarcador de curto, médio ou longo prazo. Cada tecido difere quanto as suas
caracteristicas metabolicas, o que implica no fato de que cada um reflete melhor a ingestao
alimentar de um determinado AG, mas ndo de outros (Pinto et al., 2010; Arab, 2003; Kuriki et
al, 2003;). O tecido adiposo, devido a sua estabilidade e reduzido turnover, é considerado
biomarcador ideal para avaliar o consumo de AG em longo prazo, refletindo ingestéo relativa
a aproximadamente 1 a 2 anos pregressos (Hodson, Skeaff e Fielding, 2008). Além disso, 0
tecido adiposo pode ser aspirado de diversas regides corporais, como por exemplo, a
abdominal e glutea, sendo mais comum esta Ultima (Baylin et al., 2002).

Neste contexto, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar, em mulheres saudaveis residentes
em uma regido urbana do Rio de Janeiro, os teores de AG no plasma e tecido adiposo
subcutaneo, buscando associar o conteudo de AG, presente nos alimentos processados,
comumente consumidos por esta populacdo, com o perfil de AG encontrado nestes

compartimentos corporais.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Sujeitos da pesquisa

A selecdo dos participantes foi realizada por conveniéncia e de forma aleatéria. A
captacdo dos voluntérios ocorreu em um Ambulatério Paroquial fixado no bairro de Vila
Rosario no municipio de Duque de Caxias, localizado na Regido Metropolitana do Rio de
Janeiro. Neste local os individuos foram convidados a participar do estudo e receberam
informacdes acerca dos objetivos e procedimentos da pesquisa. O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da UFRJ
(processo numero 041/10) e os voluntarios atestaram a aceitacdo de participar do estudo por
meio da assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Os critérios de incluséo dos voluntarios no estudo foram idade entre 20 e 50 anos, néo
ser gestante ou lactante, ndo apresentar DCNT, como diabetes mellitus tipo 2, hipertenséo
arterial sistémica, doenca cardiovascular, dislipidemias ou céncer. N&o foram incluidos

aqueles que informaram ter modificado sua alimentacdo, por orientacdo de nutricionista,
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médico ou outro profissional da area de saude, ou por conta prépria, nos trés meses que
antecederam a coleta das amostras bioldgicas.

Além da coleta de informacdes socioeconémicas, sobre enfermidades correntes e
pregressas bem como acerca da utilizacdo de medicamentos, também foi realizada avaliacéo
antropométrica (peso, estatura e perimetro de cintura), de acordo com o0s pardmetros
antropométricos preconizados pelo Ministério da Saude (Brasil, 2011).

Foram utilizados como valores de referéncia para perimetro de cintura, associados ao
risco cardiovascular, medidas iguais ou superiores a 94 cm e 80 cm, para homens e mulheres,
respectivamente (OMS, 2000). Para o calculo do indice de massa corporal (IMC) foram
utilizados os pardmetros antropométricos peso e estatura. A classificacdo do estado
nutricional obedeceu aos critérios propostos pela OMS (1998) para individuos adultos [baixo
peso, IMC inferior a 18,5; adequacdo, IMC igual ou superior a 18,5 e igual ou inferior a 25,0;
sobrepeso, IMC superior a 25,0 e igual ou inferior a 30,0 e obesidade, IMC superior a 30,0).

Perfil lipidico sanguineo e glicemia também foram determinados para caracterizacao
dos individuos investigados.

Apesar de o objetivo inicial ter sido avaliar voluntarios de ambos 0s sexos, apenas
individuos do sexo feminino concordaram com a coleta de sangue e de tecido adiposo, de
modo que a casuistica foi composta por 50 mulheres consideradas saudaveis, segundo
autoclassificagéo.

Cada participante foi entrevistada e respondeu a um questionario especifico para o
estudo contendo informacdes sobre o consumo habitual de alimentos industrializados e o tipo
de dleo de coccdo rotineiramente utilizado. Esses alimentos tiveram seus teores de AG
analisados em estudo prévio (dados ndo mostrados), que foram associados aos teores de
acidos graxos dos compartimentos corpéreos estudados.

Apos a condugdo desse questionario, foi realizada a aplicagdo de recordatorio de 24
horas, com o objetivo de conhecer a dieta recente dos voluntérios, alem de possibilitar a
estimativa da quantidade de nutrientes consumidos bem como a distribuicdo percentual dos
macronutrientes em relacdo ao valor energético total (VET) desta dieta, considerando a taxa
de adequacédo segundo a FAO/OMS (OMS, 2003). A analise desses dados foi conduzida por

meio da utilizacdo do software Brasil Nutri.

2.2 Coleta e anélise de plasma
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As amostras de sangue foram coletadas apds 12 horas de jejum, por puncéo venosa, e,
apos centrofugacdo (2000 rpm por 20 min), foram transferidas para eppendorfs permanecendo
armazenadas a -80 °C até a ocasido das analises.

Também foi realizada coleta de sangue para avaliacdo da glicemia e perfil lipidico.
Glicemia de jejum foi avaliada por método enzimético, tendo como valores de referéncia
entre 70 e 99 mg/dL. Colesterol total, triglicerideos e HDL-colesterol foram determinados por
método enzimatico colorimétrico. Valores referentes ao LDL-colesterol foram calculados por
meio do emprego da Férmula de Friedwald. Foram considerados desejaveis valores abaixo de
200 mg/dL de colesterol total, inferiores a 150 mg/dL de triglicerideos, superiores a 60 mg/dL
de HDL-colesterol e inferiores a 150 mg/dL de LDL-colesterol (Sociedade Brasileira de
Cardiologia, 2001).

Para determinacdo dos AG plasmaticos, as amostras foram submetidas a extracdo
lipidica, saponificacdo e metilacdo, de acordo com o método descrito por Lepage e Roy
(1986). Os ésteres metilicos foram quantificados por cromatografia gasosa, utilizando o
equipamento Agilent Technologies 7890A CG System, equipado com detector de ionizagédo
de chama, acoplado ao programa EZChrom Elite CDS (Agilent Technologies, Inc., C.A.,
U.S.A.), de acordo com os procedimentos descritos pela Association of Official Analytical
Chemists (AOAC) (2005). Os AG foram separados em coluna capilar de silica fundida SP-
2560 de bis-cianopropil polisiloxano (Supelco Inc., P.A., U.S.A.) com 100 m x 0,25 mm x 0,2
um. As condicOes de operacdo foram as seguintes: temperatura programada da coluna: 40 °C
a 225 °C; temperatura de injetor: 250 °C; temperatura do detector: 250 °C; gas de arraste
(Linde Gases, RJ, BR): hidrogénio; velocidade linear: 2,0 mL/min. Os fluxos de gases (Linde
Gases, RJ, BR) foram de 0,75 mL/min para o gas de arraste (Hy); 25 mL/min para 0 gas
auxiliar (N); 400 mL/min para o ar sintético da chama.

Os AG metilados foram identificados com base na comparagdo com o tempo de
retencdo relativo dos picos do padrdo de mistura de ésteres metilicos 463 (Nu-Chek Prep.
Inc.). A quantificagdo de cada AG foi realizada utilizando-se o padréo interno C13:0 (Sigma-

Aldrich®) como referéncia.

2.3 Coleta e anélise de tecido adiposo

A coleta de tecido adiposo subcutaneo, por meio de puncgéo aspirativa no quadrante
superior da nddega, obedeceu a metodologia previamente descrita por Beynen e Katan (1985).
O material foi armazenado em eppendorf identificado e permaneceu armazenado a -80 °C até

a ocasido das analises.
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Os procedimentos de extracdo dos lipideos, saponificacdo e metilacdo dos AG das
amostras de tecido adiposo foram realizados utilizando-se 0 método AOCS Ce 2b-11 (AOCS,
2011) adaptado. Os ésteres metilicos foram quantificados por cromatografia gasosa,
utilizando o equipamento Agilent Technologies 7890A CG System, equipado com detector de
ionizagdo de chama, acoplado ao programa EZChrom Elite CDS (Agilent Technologies, Inc.,
C.A., U.S.A), utilizando coluna capilar de silica fundida SP-2560 de bis-cianopropil
polisiloxano (Supelco Inc., P.A., U.S.A.) com 100 m x 0,25 mm x 0,2 um de didmetro
interno. A programacao de temperatura da coluna foi estabelecida para 100 °C, com taxa de
aumento de 3 °C/min, alcancando a temperatura de 140 °C. A taxa de aumento da temperatura
foi de 0,5 °C/min até alcancar 170 °C, sendo depois de 3,2 °C/min até 220 °C, permanecendo
nesta temperatura por 35 min. As temperaturas do injetor e detector foram de 250 °C. Os
fluxos de gases (Linde Gases, RJ, BR) foram de 0,75 mL/min para o gas de arraste (H,); 25
mL/min para o gas auxiliar (N;) e 400 mL/min para o ar sintético da chama. A razdo de
divisdo da amostra (split) foi de 1:100. As injecdes foram realizadas por meio de injetor
automatico e o volume de injecdo foi de 1 pL. Essas condi¢des seguiram a metodologia
adapatada da AOCS Ce 1j-07 (AOCS, 2007).

Assim como para a determinacdo dos AG plasmaticos, os AG metilados obtidos do
tecido adiposo subcutaneo foram identificados com base na comparagdo com o tempo de
retencdo relativo dos picos do padrdo de mistura de ésteres metilicos 463 (Nu-Chek Prep.
Inc.) e a quantificacdo de cada AG também foi realizada utilizando-se o padrao interno C13:0

(Sigma-Aldrich®) como referéncia.

2.4 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados com o auxilio do software Stata versdo 13.0. Foi
adotado o teste t de Student para comparacdo de médias e os testes de correlagdo foram
avaliados utilizando-se o coeficiente de correlacdo de Pearson. Foram, também, testados

modelos de regresséo linear (Mitchell, 2008). Para todas as analises, foi adotado p<0,05.

3. RESULTADOS

A amostra do estudo foi composta por 50 mulheres com idade média igual a 37 = 8,8
anos, variando entre 19 e 49 anos e renda per capita média de R$740,00 + 1148,00. Com
relacdo a escolaridade, 22,4% possuem ensino fundamental incompleto e 22,4% ensino médio
incompleto, enquanto 55,2% concluiram o ensino médio ou ensino superior. Identificou-se,

também, a frequente utilizacdo de poco artesiano como fonte de agua (64 %), bem como o
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habito de ingerir 4gua sem tratamento (50 %). Importante ressaltar, ainda, que as familias de
16 % dos participantes do estudo ndo possuem rede publica de esgoto sanitario (Apéndice A).

A tabela 1 apresenta resultados referentes as andlises bioquimicas e variaveis
antropométricas avaliadas. Apesar do autorrelato quanto a condicdo de saude adequada foi
observado que alguns parametros investigados ultrapassaram os limites de referéncia para
populacbes de individuos saudaveis quando considerados os valores maximos encontrados,
sendo que, quando observadas as médias, apenas o parametro perimetro de cintura foi
superior ao valor recomendado pela OMS. Sete voluntarias (14 %) apresentaram glicemia
acima de 99 mg/dL, dezessete (34 %) apresentaram hipercolesterolemia e oito (16 %)
hipertrigliceridemia. Quanto as fracfes de colesterol, valores de LDL-colesterol superiores ao
valor de referéncia foram identificados em sete mulheres (14 %), embora trinta e sete (74 %)
tenham apresentado valores ideais de HDL-colesterol. Quanto aos indicadores
antropométricos de estado nutricional, 62 % das voluntarias foram classificadas com
sobrepeso, enquanto apenas 38 % apresentaram eutrofia. Valores de circunferéncia de cintura
superiores a 80 cm foram identificados em 56 % das mulheres estudadas. Os testes de
associacdo entre essas varidveis indicaram correlacdo positiva entre o IMC e todas as
variaveis bioquimicas investigadas, exceto HDL-colesterol (r=0,0297; p=0,8379).

A partir dos dados obtidos por meio do R24h informado pelos voluntérios, foi
estimado o consumo de macronutrientes, incluindo também diferentes classes de lipideos
(tabela 2). Os resultados apontam para adequacao quanto ao consumo de proteinas, glicideos e
lipideos pela maioria dos individuos. Por outro lado, quando consideradas as médias, indica-
se consumo ligeriamente elevado de proteinas quando comparada a recomendacdo da
FAO/OMS (2003). Observa-se, outrosim, elevado consumo estimado de acidos graxos trans
(cerca 4 g ao dia).

A tabela 3 apresenta as concentracdes de AG, bem como os valores correspondentes
ao somatorio de cada classe de lipideos analisados, no plasma (mg/100g) e no tecido adiposo
subcutaneo (g/100g). E possivel constatar grande variacdo interindividual no contetido destes
compostos em ambas as amostras bioldgicas investigadas, justificando os elevados valores de
desvio padréo discriminados.

O acido linoleico constituiu 0 AG mais abundante no plasma (p<0,001), acompanhado
do acido palmitico e oleico. Foram também identificados &cido estearico (31,5 + 21,8
mg/100g) e &cido araquiddnico (AA) (32,9 £ 22,0 mg/100g). Por outro lado, a concentragdo
de AGPICL da série n-3 foi bastante reduzida (EPA: 1,88 £ 1,92 mg/100g e DHA: 3,6 £ 4,2

mg/100g). No tecido adiposo, o acido oleico foi 0 AG encontrado em maior quantidade
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(11,11 £ 6,92 g/100g), sequido dos &cidos linoleico e palmitico. Também foram encontrados
teores reduzidos de EPA e DHA (0,02 = 0,02 e 0,03 £ 0,03 g/100g, respectivamente).
Adicionalmente, quantidades reduzidas de AGT também foram encontradas no tecido adiposo
(0,33 + 0,27 ¢g/100g) e teores ainda menores foram observados no plasma (0,63 + 1,19
mg/100g).

Para melhor visualizacdo e comparacdo desses resultados, o perfil qualitativo dos AG
no plasma e no tecido adiposo foram expressos em percentuais (%) e comparados pelo teste t
de Student, como ilustrado na figura 1.

Apesar das diferencas significativas (p<0,001) observadas nas propor¢ées dos totais de
AG n-3 e de n-6, entre plasma e tecido adiposo (figura 1), ndo foi encontrada diferenca
significativa na razdo n-6/n-3 entre estes dois compartimentos (p=0,5016) (Figura 2).

A figura 3a mostra maiores concentracGes de AGS no plasma em comparagdo com 0
tecido adiposo, sendo a propor¢édo de &cido estearico plasmatico significativamente superior a
do tecido adiposo subcutéaneo (p<0,001) (Figura 3b). Este tecido, por sua vez, apresentou
maiores propor¢des de AG monoinsaturados (Figura 3c), em especial de acido oleico (Figura
3d) (p<0,001).

Consideradas as correlagdes testadas foram identificadas, no plasma, correlagdes
positivas entre o acido palmitico e o total de AGS (p<0,0001; r=0,8363), entre o acido oleico
e o total de AG monoinsaturados (p<0,0001; r=0,8661) e entre o &cido linoleico e o total de
AG n-6 (p<0,0001; r=0,8665). Correlacdo negativa foi verificada entre o total de AG
polinsaturados e o total de AGS (p<0,0001; r=-0,7749) bem como com o de monoinsaturados
(p<0,0001; r=-0,7408).

No tecido adiposo subcutaneo, as correlacdes positivas identificadas ocorreram entre o
acido palmitico e o total de AGS (p<0,0001; r=0,9697) e entre o acido linoleico e o total de
AG polinsaturados (p<0,0001; r=0,9775) bem como entre o acido linoleico e o total de AG n-
6 (p<0,0001; r=0,9893) e entre o &cido alfa-linolénico e o total de AG n-3 (p<0,0001;
r=0,7982).

CorrelagGes positivas também foram identificadas quando comparados os teores de
acido palmitico (p=0,0003; r=0,4919), total de AGS (p=0,0075; r=0,3758) e total de AG
polinsaturado (p=0,0026; r=0,4165) presentes no plasma e no tecido adiposo.

Quando testadas associa¢Bes entre o consumo de nutrientes, estimado por meio do
R24h, e os teores de AG nos compartimentos corporeos investigados, foi identificada
correlacdo positiva entre o consumo de AGT e as concentracBes de acido palmitico

(p=0,0390; r=0,2929) e correlacdo negativa entre 0 consumo de AGT e o conteudo de &cido
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alfa-linolénico (p=0,0031; r=-0,4095) bem como com o total de AG polinsaturados
(p=0,0284; r=-0,3121), apenas no tecido adiposo.

As pequenas quantidades de AGT encontradas nos alimentos mais frequentemente
consumidos pelo grupo de mulheres investigado (dados mostrados no manuscrito 1)
refletiram-se no contetido deste AG no plasma e no tecido adiposo. Ademais, observou-se, no
tecido adiposo, correlacdo negativa entre o conteudo total de AGT e o de AGS (p=0,018, p=-
0,0114) bem como com o de acido palmitico (p=0,005, p=-0,1540) (Figura 4, Figura 5).

4. DISCUSSAO

No presente estudo avaliamos a qualidade da composicao lipidica da dieta, o estado
nutricional antropométrico bem como parametros bioquimicos (glicemia e perfil lipidémico)
de mulheres adultas saudaveis, residentes em uma regido metropolitana do Rio de Janeiro,
Brasil. Adicionalmente, também foi investigada a composicdo de acidos graxos de dois
diferentes compartimentos corporais destas mulheres, plasma e tecido adiposo subcutaneo,
considerados bons biomarcadores da ingestdo dietética a curto e em longo prazo,
respectivamente.

A andlise dos parametros antropométricos avaliados revelou maior prevaléncia de
sobrepeso no grupo estudado corroborando com dados nacionais mais recentes, divulgados
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatista (IBGE, 2010), obtidos na ultima Pesquisa de
Orcamentos Familiares (POF 2008-2009), que apontaram aumento do excesso de peso ha
populacdo acima de 20 anos e, entre as mulheres, mais acentuado naquelas com menor renda
per capita. Estudo anterior envolvendo mulheres, igualmente residentes em regido urbana do
Rio de Janeiro, também indicou elevacdo da prevaléncia de obesidade entre os anos 1995 e
2005 (17 % para 24 %), acompanhada de incremento do consumo de alimentos gordurosos
em geral bem como de gorduras saturadas como biscoitos, bacon, linguica, salsicha e
hambdrguer por esta populacdo (Pereira, Andrade e Sichieri, 2009). Adicionalmente, as
associacfes positivas das concentrages plasmaticas de glicose, colesterol total, LDL-
colesterol e triglicerideos com o IMC, observadas no presente estudo, caracterizam situacao
de alerta, na medida em que as alteracGes dos pardmetros bioquimicos investigados tém sido
relacionadas ao aumento da prevaléncia de obesidade e de distirbios metabolicos, que
representam fatores de risco para o desenvolvimento de DCNT (Bossan et al., 2007).

InformagOes dietéticas, obtidas a partir de R24h, foram utilizadas para a anélise da
qualidade nutricional da dieta das mulheres estudadas, incluindo sua composic¢do lipidica. A

este respeito, consideradas as recomendacdes da Sociedade Brasileira de Cardiologia (2013),
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foi verificado consumo estimado excessivo de gorduras saturadas por 44 % dessas mulheres,
enquanto para 94 %, a estimativa de ingestdo de gorduras monoinsaturadas foi reduzida. Por
outro lado, 72 % consumiram quantidades adequadas de gorduras polinsaturadas (entre 5 e 10
% do valor da estimativa de ingestdo total de energia diaria). Esses achados sugerem que 0
6leo de soja bem como os éleos vegetais ricos em AGS constituem as fontes lipidicas
dietéticas, majoritarias, deste grupo de mulheres. Conforme ja demonstrado em estudos
anteriores, o 6leo de soja, rico em AGPI n-6, é amplamente utilizado no Brasil como 6leo de
coccdo, assim como o consumo de alimentos industrializados/processados, prové gordura
saturada, presente nos 6leos vegetais utilizados nos processos de manufatura destes produtos
(Lima, 2014; IBGE, 2010; Aued-Pimentel et al., 2009).

O 6leo de palma, 6leo vegetal rico em AGS, tem sido utilizado pela industria brasileira
de alimentos como principal substituto da gordura vegetal hidrogenada, rica em AGT (Dias et
al., 2015; Capriles e Aréas, 2005; Sanibal e Mancini Filho 2004). De fato, diante da
orientacdo da OMS para reducdo do consumo de AGT como estratégia de prevencdo de
doencas cardiovasculares (OMS, 2003), as industrias de alimentos buscaram reduzir os teores
destes AG em seus produtos, substituindo a gordura vegetal hidrogenada por 6leos vegetais
ricos em AGS. Entretanto, também héa necessidade de controle do consumo de AGS, uma vez
que a ingestdo excessiva deste tipo de gordura tem sido associada ao desenvolvimento de
DCNT, como diabetes mellitus tipo 2, cancer, doengas cardiovasculares e outras condicdes
acompanhadas de inflamacéo crénica (Tai e Ding, 2010; Simopoulos, 2008).

Considerada a estimativa de ingestdo de AGT das mulheres desse estudo, foi
constatado que 70 % consomem quantidades superiores a 1 % do valor da estimativa de
ingestdo total de energia diaria, ultrapassando o limite maximo sugerido pela OMS (Brasil,
2003). Este dado dietético, entretanto, ndo esta em acordo com os resultados relativos ao
conteddo de AGT verificados no plasma bem como no tecido adiposo subcutaneo destas
mulheres. Neste caso, foram identificadas concentracdes bastante reduzidas deste tipo de
gordura, sugerindo, por estas analises, consumo diminuido de AGT, tanto a curto, quanto em
longo prazo. Considerando a existéncia de grande variacdo no conteudo total de AGT, ainda
presente nos alimentos industrializados/processados, a obtencdo de dados confiaveis acerca da
ingestdo destes AG permanece complexa.

Fortes correlagdes entre o consumo de AGT e os teores deste tipo de AG no plasma e
tecido adiposo ja foram descritas por outros autores (Chowdhury et al., 2014; Hodson, Skeaff
e Fielding, 2008). Neste contexto, os biomarcadores apresentam-se como boas alternativas

para avaliacdo fidedigna do consumo alimentar dos AGT (Hotamisligil, 2005), principalmente
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se considerarmos que ndo ocorre, nos tecidos humanos, sintese endégena destes AG. Assim,
quando incorporados aos compartimentos teciduais, provém diretamente da dieta.
Adicionalmente, AGT teciduais também sdo biomarcadores de DCNT (Semma, 2002;
Valenzuela e Morgado, 1999). Clifton, Keogh e Noakes (2004), em estudo epidemioldgico,
demonstraram que a presenca de AGT no tecido adiposo esta associada com aumento do risco
de infarto do miocéardio. Estes autores também verificaram que com a reducdo da ingestao
dietética destes isbmeros, ocorre diminuicdo dos seus teores no tecido adiposo. Sendo assim,
nossos resultados referentes ao contetido de AGT no plasma e tecido adiposo confirmam a
crescente reducdo desse tipo de AG nos alimentos, verificada no decorrer dos Gltimos anos
(Ribeiro et al., 2007) e, possivelmente, o consumo de AGT, a partir da analise dos R24h, foi
superestimado.

Reforca a hipdtese de superestimacdo dos valores consumidos de gorduras trans, o
reconhecimento de que a tabela de composicdo quimica de alimentos, utilizada para a analise
dos dados dietéticos nesse estudo (TACO, Nucleo de Estudos e Pesquisa em Alimentacdo,
2006), possa conter informagfes desatualizadas, referentes ao contetdo desses lipideos nos
alimentos. A tabela foi publicada no mesmo ano em que se extinguiu o prazo definido pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria para que as empresas se adequassem a resolucao da
diretoria colegiada (RDC) n° 360, publicada em 2003 e que, entre outras determinacdes,
tornou obrigatdria a discriminacdo do teor de AGT nas tabelas de informacGes nutricionais e
rotulos de alimentos industrializados, como estratégia de controle do conteido desses AG
nestes produtos (ANVISA, 2003). Atribui-se também a essa medida o esfor¢co para o
desenvolvimento e emprego das alternativas para substituicdo da gordura vegetal hidrogenada
na confeccdo de alimentos processados, resultando em reducéo significativa do contetdo de
AGT em diversos produtos (Lima, 2014; Ribeiro et al., 2007). Neste sentido, ressalta-se a
necessidade da atualizacdo das informagdes acerca da composi¢do quimica de alimentos,
principalmente processados, nas tabelas de composi¢do quimica de alimentos e bancos de
dados, de modo que os resultados de estudos que envolvam estimativas de consumo de
nutrientes alcancem maior exatid&o.

Biomarcadores de nutrientes estdo estreitamente relacionados com o conteddo destes
compostos na dieta (Potischman, 2003). No presente estudo, quando avaliamos os teores
plasmaticos de AG encontramos maior abundancia de acido linoleico, acompanhado do acido
palmitico, acido estearico e do AA. O tecido adiposo subcutaneo, por sua vez, apresentou
maiores concentragdes de AG monoinsaturados, em especial o &cido oleico, seguido do

linoleico e palmitico. Este perfil, em ambos os compartimentos organicos, corrobora com 0s
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achados de Hodson, Skeaff e Fielding (2008), que destacaram como AG mais abundantes no
plasma, os &cidos palmitico e linoleico, enquanto no tecido adiposo, o &cido oleico. Estes
autores também observaram pequenas concentracdes de AGPICL nesses dois compartimentos
corporeos. Estes achados estdo em concordancia com os do nosso estudo, que também revelou
contetdo de AGPICL (AA, EPA e DHA) em proporgdes relativamente menores no tecido
adiposo em comparagéo ao plasma.

De acordo com Arab (2003), para os AG essenciais (linoleico e linolénico) e AGT,
que ndo sdo sintetizados endogenamente, a quantidade encontrada no tecido adiposo do
individuo é diretamente proporcional & quantidade ingerida. Por outro lado, AG
monoinsaturados e AGS podem ser sintetizados endogenamente e, desta forma, o contetdo
destes AG nos tecidos reflete quantidade relativa do que foi consumido por meio da dieta. Em
alguns tecidos, como por exemplo, o adiposo, observa-se elevada atividade da enzima delta-9-
desaturase, também denominada estearoil-CoA desaturase (Erkkild et al., 2008), envolvida na
dessaturacdo do acido esteérico, formando acido oleico. Como resultado, a concentracao deste
AG aumenta e, consequentemente, o contedo de AG monoinsaturados se eleva no tecido. A
ocorréncia destes processos metabolicos poderia explicar o maior teor de &cido oleico
identificado nas amostras de tecido adiposo subcutaneo analisadas no presente estudo.

Acido linoleico em excesso compete com o &cido alfa-linolénico por enzimas
envolvidas na conversdo destes AG em seus respectivos derivados de cadeia longa e, também,
pela incorporacdo nas membranas plasmaticas (Hodson, Skeaff e Fielding, 2008).
Consequentemente, elevados teores de acido linoleico na dieta podem limitar a capacidade de
formacdo e incorporacdo as biomembranas dos AGPICL da série n-3 (EPA e DHA)
(Chowdhury et al., 2014; Wood et al., 2014). De fato, quando foram comparados os teores de
AGPICL n-6 (AA) com os de AGPICL n-3 (EPA) observou-se concentragdes de AA mais
elevadas tanto no plasma (32,9 = 22,0 vs 1,88 + 1,92 mg/100g de AG) como no tecido
adiposo (0,17 £ 0,15 vs 0,02 £ 0,02 g/100g AG). Por outro lado, ja foi descrita associacao
entre contetdo elevado de AA tecidual e inimeras enfermidades, incluindo doenca cardiaca
coronaria (Kark et al., 2003), cancer de mama (Bagga et al., 2002), obesidade (Garaulet et al.,
2001; Decsi, Molnar e Koletzko, 1996), diabetes mellitus tipo 2 (Pelikanova et al., 2001) e
estresse (Deby-Dupont et al., 1983). Neste sentido, nossos resultados indicam necessidade de
priorizacdo de acgOes destinadas a estimular o aumento do consumo de alimentos fontes de
AGPI n-3 por parte desses individuos.

CorrelagBes positivas entre o consumo de AGPI das séries n-3 e n-6 e os teores de

AGPI totais no tecido adiposo tém sido demonstradas (Hodson, Skeaff e Fielding, 2008; Yli-
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Jama et al., 2001). Adicionalmente, AGPICL da série n-3, especialmente o EPA e o DHA
vém sendo utilizados como marcadores da ingestdo de produtos de origem marinha, ricos em
AGPI n-3 (Witt et al., 2009).

No presente estudo, algumas correlacdes foram bem consistentes, de modo que o acido
linoleico correlacionou-se positivamente com o total de AGPI e AGPI n-6 no tecido adiposo,
bem como com o total de AGPI n-6 no plasma. Ja o &cido alfa-linolénico apresentou
correlacdo positiva com o total de AG n-3 somente no tecido adiposo, confirmando outros
achados que ja demonstraram que estes AG constituem 0s principais representantes das
classes de AG investigadas nos compartimentos organicos (Baum et al, 2012; Lecerf, 2009).
As correlagBes negativas identificadas foram entre o consumo dietético de AGT e as
concentragdes de acido alfa-linolénico e o total de AGPI no tecido adiposo.

Considerando que o tecido adiposo reflete, com boa precisdo, a ingestdo dietética de
lipideos em longo prazo, os teores diminuidos de AGPI n-3, identificados nos compartimentos
bioldgicos investigados no presente estudo, principalmente no tecido adiposo subcutaneo, séo
sugestivos de reduzida ingestdo de AGPI n-3 de longa data. Estes achados apontam reducéo
da qualidade nutricional da dieta, uma vez que AGPI n-3 sdo componentes essenciais na
alimentacdo, envolvidos em diferentes processos bioldgicos de fundamental importancia para
a adequada homeostase do organismo, como a producdo de eicosanoides, fisiologia de
membranas celulares, processos inflamatorios e expressao de genes (Sertoglu et al., 2014).

Fortes correlacdes positivas também foram identificadas no plasma, entre o acido
palmitico e o total de AGS bem como entre o acido oleico e o total de AG monoinsaturados.
Da mesma forma, no tecido adiposo subcutdneo, o 4acido palmitico se correlacionou
positivamente com o total de AGS, evidenciando que o &cido palmitico e o &cido oleico
constituem o0s maiores representantes de suas respectivas categorias (AGS e AG
monoinsaturados), tanto na circulagcdo, como nos estoques lipidicos teciduais. No entanto, ndo
foi demonstrada associacdo significativa entre o conteddo dietético destes AG e suas
proporgdes nos compartimentos bioldgicos estudados. E possivel que a producio enddgena
destes compostos, a partir de carboidratos e proteinas, devendo ser influenciada pela
quantidade desses macronutrientes na dieta, justifique a inexisténcia da associagéo testada.

Os resultados do presente estudo corroboram a utilizacdo de biomarcadores da
ingestdo de nutrientes como ferramenta de consideravel importancia para a obtencdo de
informagdes relativas a qualidade nutricional da dieta, sinalizando a necessidade do
desenvolvimento de agdes de promocdo da alimentacdo saudavel e prevencdo das DCNT.

Cabe ressaltar, entretanto, que a composicdo de AG dos compartimentos organicos
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empregados como biomarcadores pode ter sua capacidade de refletir o consumo dietético
destes nutrientes afetada por outros fatores, ndo dietéticos. Diferencas relativas ao tecido
analisado (se tecido adiposo subcutaneo ou visceral, por exemplo) bem como o proprio
método de coleta e técnica de analise das amostras, a absorcdo intestinal e metabolismo
enddgeno das substancias lipidicas, condigdes organicas que envolvam hipertrigliceridemia,
resisténcia a insulina e/ou obesidade, estado fisiologico como a gestacdo, fatores genéticos,
ingestdo de alcool, tabagismo e grau de atividade fisica, ja foram citados como elementos
capazes de influenciar o perfil lipidico tecidual, de modo que a aplicacdo de critérios de
exclusdo no delineamento dos estudos requer atencdo (Riseé et al., 2007; Pinto et al., 2010).
Em concluséo, informacGes obtidas por meio de inquéritos alimentares combinadas a
analise de biomarcadores representam metodologia ideal para a avaliacdo do consumo de
gorduras dietéticas, principalmente quando utilizados compartimentos organicos que refletem
ingestdo em longo prazo, como é o caso do tecido adiposo. Esse foi o primeiro estudo que
avaliou o perfil de AG no tecido adiposo de uma subamostra de mulheres saudaveis residentes
no municipio do Rio de Janeiro associando-o a qualidade da fonte lipidica da dieta. O tecido
adiposo subcutdneo mostrou ser biomarcador de exceléncia para analises de AG essenciais e
de AGT, requerendo pequenas quantidades de amostras, cuja metodologia de coleta, por
aspiracdo, utilizando agulha e seringa, foi de facil execucdo e ndo produziu qualquer
intercorréncia nas voluntarias, caracterizando-se como pouco invasiva e de baixo custo.
Considerando a relevancia do consumo de AG essenciais, uma vez que ndo Sao
sintetizados pelo organismo humano e, sobretudo, por exercerem papel fundamental na salde,
este estudo também permite sugerir a conducdo de novas investigacdes, com o emprego da
mesma metodologia de coleta de amostras de tecido adiposo utilizadas na presente

investigacao para estudos epidemioldgicos ou com maior nimero de individuos.
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Tabela 1. Caracterizacdo bioquimica e antropomeétrica da populacéo do estudo (n=50, Duque de
Caxias, RJ, 2013).

Variaveis bioquimicas e

. Média = DP Mediana (min-méx) Referéncia
antropomeétricas

Glicemia (mg/dL) 84,5+13,1 80,0 (61 — 125) 70-99 mg/dL?
Colesterol total (mg/ dL) 189,0 + 38,7 185,0 (109 — 274) < 200 mg/dL?
HDL-colesterol (mg/ dL) 492+124 45,0 (31-81) 40 a 60 mg/dL*®
LDL-colesterol (mg/ dL) 1194 + 34,2 101,5 (54 — 200) <160 mg/dL*®
Triglicerideos (mg/ dL) 108,9 £ 51,7 88,0 (48 — 237) <150 mg/dL*®
Peso (Kg) 68,4 + 8,5 68,4 (50,8 — 90,7) -
Estatura (m) 1,60 + 0,63 1,61 (1,46 — 1,74) -
Circunferéncia de cintura (cm) 84,1+75 83,2 (69 — 100) <80 cm®
IMC (Kg/m?) 26,6 +2,8 27,2 (20,5-29,9) 18,5 — 25,0 Kg/m®

a.Valores segundo Il Diretrizes Brasileiras Sobre Dislipidemias e Diretriz de Prevencdo da Aterosclerose da
Sociedade Brasileira de Cardiologia (2001); b. Valor segundo OMS (2000); c. Valor segundo OMS (1998). DP-
desvio padrdo; min — minimo; max — méaximo; HDL — high density lipoprotein; LDL — low density lipoprotein;
IMC — indice de massa corporal.
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Tabela 2. Estimativa do consumo de nutrientes da populagdo do estudo segundo dados do Recordatorio de

24 horas (n=50, Duque de Caxias, RJ, 2013).

Distribuicdo
Nutrientes Média + DP Mediana (min — méax) percentual em
relacdo ao VET*

Energia (Kcal) 1974 + 442 2001 (1087 — 2926) -
Proteinas (g) 79,8 £24,2 80,3 (29,1 -127,7) 16,3+4,2
Glicideos (g) 265,0 + 73,0 274,2 (111,6 — 462,5) 53575
Lipideos (Q) 59,3+19,5 66,3 (26,6 — 119,6) 30,0+5,8
Gorduras saturadas () 22,08 £ 7,22 21,76 (6,97 — 35,80) 10,0 £ 2,75
Gorduras monoinsaturadas (g) 22,48 £ 7,96 22,05 (6,50 — 42,17) 10,20 £ 2,88
Gorduras polinsaturadas (g) 14,77 £ 6,71 13,45 (3,82 —35,42) 6,77 £ 2,45
Acido linoleico (g) 12,93 £5,99 11,11 (3,40 — 31,20) -
Acido alfa-linolénico (g) 1,54 +0,73 1,44 (0,42 — 3,96) -
Gorduras trans (g) 4,01 £2,97 3,11 (0,19 — 14,44) -

DP- desvio padrao; VET- valor energético total.

*De acordo com FAO/OMS (2003)
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Tabela 3. Teores de &cidos graxos no plasma (mg/100g) e no tecido adiposo subcutaneo
(9/1009) da populacéo do estudo (n=50, Duque de Caxias, RJ, 2013).

Acidos graxos plasmaticos (mg/100g) Média * Desvio padrdo  Variagéo
Acido palmitico 113,8+ 72,8 43,1-3495
Acido estearico 31,5+21,8 0,0-118,9
Total de 4cidos graxos saturados 270,1+217,6 87,5-1200,8
Acido oleico 76,8 +51,9 0,0-2449
Total de 4cidos graxos monoinsaturados 145,6 + 68,0 67,4 —429,6
Acido linoleico 138,3+ 58,4 60,2 — 288,7
Acido linolénico 13,7+41,1 0,0 -185,1
Acido araquidénico 32,9+220 0,3-100,9
Acido eicosapentaenoico 19+£19 0,0-118
Acido docosahexaenoico 36+472 0,0-181
Total de acidos graxos polinsaturados 2144 +£101,7 95,4 -557,1
Acido elaidico 0,17 +0,33 0,00 - 1,25
Total de &cidos graxos trans 0,63+1,19 0,00 -5,09
Total de acidos graxos n-6 189,0+ 719 90,4 -357,3
Total de acidos graxos n-3 20,5+ 44,2 0,0 -214,7
Acidos graxos no tecido adiposo subcutaneo (g/100g) Meédia + Desvio padrdo  Variagio
Acido palmitico 5,38+ 3,35 1,99 -16,41
Acido esteérico 0,67 + 0,57 0,20 — 2,60
Total de 4cidos graxos saturados 6,82 + 4,45 2,51-21,32
Acido oleico 11,11 + 6,92 4,40 — 35,55
Total de 4cidos graxos monoinsaturados 13,78 £ 8,75 1,71-43,43
Acido linoleico 6,53 +4,21 1,74 - 19,86
Acido linolénico 0,38 + 0,28 0,01-1,43
Acido araquiddnico 0,17 £0,15 0,00-0,81
Acido eicosapentaenoico 0,02 £ 0,02 0,00-0,11
Acido docosahexaenoico 0,03£0,03 0,01-0,13
Total de acidos graxos polinsaturados 7,53+4,74 2,46 — 22,62
Acido elaidico 0,02 +0,03 0,00-0,18
Total de acidos graxos trans 0,33+0,27 0,12 -1,28
Total de acidos graxos n-6 6,88 + 4,42 2,04 - 20,65
Total de acidos graxos n-3 0,54 + 0,37 0,16 - 1,99
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Figura 1. Comparacdo do perfil de acidos graxos (%) no plasma e no tecido
adiposo subcutaneo da populagdo do estudo (n=50, Duque de Caxias, RJ, 2013).
AGS- acidos graxos saturados; AGMI- acidos graxos monoinsaturados; LA-4cido linoleico; ALA- 4cido
graxo alfa-linoleico; AA- 4&cido araquiddnico; EPA- &cido eicosapentaenoico; DHA- &cido
docosahexaenoicco; AGPI- &cidos graxos polinsaturados; AGT- &cidos graxos trans.
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Figura 2. Comparagéo da razéo n-6/n-3 no plasma e no tecido adiposo subcutaneo
da populagéo do estudo (n=50, Duque de Caxias, RJ, 2013).
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Figura 3. Concentragdes (%) de acidos graxos saturados (AGS) [3a e b] e acidos graxos
monoinsaturados (AGMI) [3c e 3d] no plasma (P) e no tecido adiposo subcutaneo (TA)
da populagéo do estudo (n=50, Duque de Caxias, RJ, 2013).
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Figura 4. Teste de regressao linear entre as concentracdes de total de cidos graxos
saturados (AGS) e de acidos graxos trans (AGT) no tecido adiposo subcuténeo da
populacéo do estudo (n=50, Duque de Caxias, RJ, 2013).
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7. LIMITACOES

A principal limitacdo desse estudo consistiu na dificuldade do emprego adequado do
método de avaliacdo do consumo alimentar selecionado. A realizagdo de um unico R24h ndo
permitiu a obtencéo de informagdes suficientes para estimar o contetdo de AG habitualmente
consumido pelo grupo investigado. Assim, nao foi possivel a aplicagdo de testes de correlacéo
entre o consumo de gorduras dietéticas e os AG identificados no plasma e no tecido adiposo
subcutaneo. Entretanto, a utilizacdo de informacdes extraidas a partir do questionario de
frequéncia de consumo habitual de alimentos industrializados, especificamente estruturado
para o projeto ao qual esse estudo encontra-se inserido (Biomarcadores de acidos graxos e
enfermidades crbnicas ndo transmissiveis), possibilitou conhecer, o tipo e marca destes
alimentos. A analise do perfil de AG destes produtos processados constituiu importante etapa
do projeto, uma vez que se reconhece que os dados relativos a composi¢cdo de AG, constantes
nas tabelas de composicdo quimica de alimentos brasileiras apresentam-se incompletos e
desatualizados. Desta forma, a analise do perfil de AG desses alimentos processados mais
consumidos pelas mulheres estudadas permitiu a aplicacdo de testes de associacdo entre este
perfil e aqueles identificados no plasma e tecido adiposo subcutaneo do mesmo grupo.

Ainda sobre as limitacOes das tabelas de composicdo quimica de alimentos, acredita-se
que a referida desatualizacdo de dados acerca do conteddo de AG, possivelmente obtidos
anteriormente as politicas nacionais de salde que objetivaram a reducdo do consumo de AGT,
levou a superestimativa dos valores de consumo destas gorduras, quando foram analisadas as
informacdes do R24h. Vale ressaltar, entretanto, que neste estudo, empregamos para a analise
quantitativa de nutrientes nos alimentos, o software BrasilNutri, que inclui dados extraidos da
Tabela TACO, que também foi utilizada na avaliacdo do consumo alimentar, na dltima grande

Pesquisa de Orcamentos Familiares realizada no pais.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os teores de AGT nos alimentos analisados variaram entre 0,00 a 12,92 g/100g. Além
disso, foram encontrados diferentes valores entre produtos similares de diferentes marcas,
indicando a utilizacdo de diferentes fontes lipidicas pelas inddstrias de alimentos.

Apesar de ainda ter sido encontrado teores significativos de AGT em alguns alimentos
processados analisados, grande parte dos produtos apresentou contetido reduzido desse tipo de
AG, indicando que a substituicdo da gordura vegetal hidrogenada por outras gorduras tem
sido aplicada pelas industrias. Esta mudancga, por conseguinte, vem sendo associada ao
aumento de AGS nos alimentos processados e industrializados, cujo consumo esta
relacionado ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares.

As andlises das amostras de plasma indicaram a presenca de teores elevados de AGS,
em especial do acido palmitico, sugerindo consumo aumentado recente deste tipo de gordura
pela populacdo estudada, uma vez que é conhecido que o perfil de AG desse compartimento
biologico reflete ingestdo de lipideos em curto prazo. Este resultado corrobora com o0s
elevados teores de acido palmitico encontrados nos alimentos analisados, referidos como
frequentemente consumidos por essa populagéo.

Entretanto, a analise das amostras de tecido adiposo subcutaneo desses individuos
revelou conteldo mais elevado de AGMI e mais reduzido de AGS, comparativamente ao
plasma, indicando a ocorréncia de sintese enddgena de AGMI a partir de AGS.

Assim como encontrado na maioria dos alimentos frequentemente consumidos pelo
grupo de mulheres estudado, quantidades reduzidas de AGT foram verificadas no plasma bem
como no tecido adiposo subcutdneo deste grupo. Entretanto, maiores teores foram
contabilizados nas amostras de tecido adiposo, 0 que pode ser atribuido a capacidade desse
compartimento biolégico refletir consumo dietético de AG em longo prazo.

Os resultados do presente estudo revelaram reducdo de consumo de AGT e, em
contrapartida, possivel aumento da ingestdo de gorduras saturadas, em especial de acido
palmitico, pelo grupo estudado.

As politicas adotadas na ultima década, no sentido de regular o emprego da gordura
vegetal parcialmente hidrogenada, rica em AGT, na producdo de géneros alimenticios, parece
estar produzindo efeitos sobre o perfil lipidico de alimentos industrializados e processados,
tanto mundial, quanto nacionalmente. Entretanto, o estabelecimento de estratégias mais
eficientes que visem a exclusdo desse tipo de gordura na manufatura de alimentos
industrializados, ainda se faz necessario. De outro modo, é crescente, também, a necessidade

de controle do consumo de AGS, como medida de prevencdo de risco cardiovascular, que
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pode estar se elevando em decorréncia da utilizagdo do oleo de palma, em substituicdo a
gordura vegetal hidrogenada, pela indUstria de alimentos.
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APENDICE A

Caracterizacéo da amostra de estudo referente ao manuscrito 2

Tabela 1. Caracterizacdo da amostra do estudo (n=50, Duque de

Caxias, RJ)

Informaces pessoais e s6cio-econémicas n %
Cor de pele (auto classificacao)

Branca 9 18
Parda/negra 41 82
Estado civil

Solteira / separada / vilva 22 44
Casada 28 56
Trabalha fora

Sim 22 44
Né&o 28 56
Escolaridade

Menos que 8 anos 20 40
8 a 11 anos 26 52
Mais que 12 anos 4 8
Forma de abastecimento de 4gua

Rede publica 18 36
Poco artesiano 32 64
Tratamento da agua de beber

Possui filtro ou compra agua mineral 25 50
Néo trata a agua 25 50
Forma de egotamento sanitario

Rede publica 42 84
Fossa ou céu aberto 8 16
Beneficiario do Programa Bolsa Familia

Sim 18 36
Né&o 32 64
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ANEXO B
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

N UNIVERSIDADE

2 Do BRASIL
e UFR)

INSTITUTO DE NUTRICAO JOSUE DE CASTRO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Organizacio Pan-Americana da Saude

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Perfil de icidos graxos no plasma e tecido adiposo de populacio urbana.
Estudo colaborativo multicéntrico

O Instituto de Nutri¢do Josué de Castro da Universidade Federal do Rio de Janeiro, RJ, Brasil,
juntamente com outros Institutos da Argentina, Chile, Colombia, México, Guatemala e Costa Rica,
estdo recebendo financiamento da Organizagdo Pan-Americana da Saude para realizar um estudo,
em varios paises. O objetivo deste frabalho € conhecer o tipo de gordura que contém alguns
alimentos que freqiientemente comemos e para saber quais tipos de gorduras circulam no sangue e
quais estdo acumulados na regido das nadegas de pessoas de algumas cidades da Ameérica Latina.

E de fundamental importincia saber o tipo de gorduras presentes no sangue ou armazenado na
regido das nadegas porque indicam o tipo de gordura que estamos comendo e o possivel risco que
isso pode significar para a saude do coracdo. Por isso, esta pesquisa ajudara as autoridades de saude
dos diferentes paises a elaborar atividades destinadas a boa saiide do coracdo dos seus habitantes.

As pessoas que participam desta pesquisa sdo homens e mulheres entre 20 e 50 anos, moradores
de areas urbanas, que ndo sofrem de doencas como diabetes, pressdo alta ou alguma doenca no
cora¢do e que tem uma alimenta¢do que ndo tenha sido modificada nos ultimos trés meses por
recomendacio de um médico ou nutricionista.

Todo procedimento de coleta sera realizado por profissional capacitado e previamente treinado.

Para realizar a pesquisa € necessario, caso voceé concorde, medir o seu peso e sua altura e que
voce responda a um pequeno questionario sobre os tipos de alimentos que vocé freqiientemente
consome em sua casa e o lugar que normalmente vocé compra esses alimentos. Além disso, sera
preciso coletar uma pequena amostra de sangue (cerca de 5 ml, equivalente a 1 colher de chd) com
uma seringa NOVA, Também sera preciso retirar, com uma agulha NOVA, com cerca de 8mm de
didmetro, uma amostra da gordura depositada nas nadegas (cerca de 15 ml, equivalente a 1 colher de
sobremesa). Esta etapa da pesquisa serd feita por uma enfermeira com ampla experiéncia. Todo esse
prodedimemo sera realizado de forma higiénica.

A dor que pode resultar da coleta de gordura da regido das nadegas é similar a dor decorrente da
aplicacdo de uma injecdo e € feita de modo semelhante a aplicacdo de uma injecdo, s6 que ao invés
de injetar uma substancia deve se retirar um pouquinho da gordura depositada na regido superior da
nadega. As amostras de gordura serdo retiradas na parte superior da nadega direita ou esquerda
(como pode ser observado no desenho 1) e, para isso, sera solicitado que vocé retire a roupa que
cobre apenas essa parte do corpo.

Antes de retirar as amostras de gorduras nas nadegas. o local devera ser limpo com alcool e sera
colocado gelo envolvido com gaze estéril por alguns minutos para adormecer um pouco o local. para

diminuir a dor que vocé possa vir a sentir.
/ Desenho 1

ou
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Para retirar a gordura das nadegas pediremos que vocé confraia os musculos da perna e, em
seguida. com ajuda dos dedos da mdo. sera separada uma dobra das nadegas. como pode ser
observado no desenho 2. A agulha utilizada para coleta sera wm pouco mais grossa que wma agulha
de injecdo. Essa atividade sera realizada em lugar fechado e vocé sera bem acomodado. Isso tudo
levara em torno de 4 minufos. no entanto a enfermeira permanecera com vocé 15 minutos. se
necessario. caso vocé sinta algum mal estar.

Desenho 2

No final do procedimento. o local onde foi inserida a agulha sera limpo com alcool e coberto
com esparadrapo ou Band-Aid antialérgicos. Para evitar que o local seja infectado. vocé devera
deixar o curativo durante 24 horas (1 dia) e ndo toca-lo. Se algum desconforto no local aparecer
vocé pode entrar em contato com a pesquisadora responsavel no telefone (21) 2562-6596.

A coleta da amostra de sangue e de gordura normalmente nao tem nenhum efeito prejudicial
para a sua saude, porém. em alguns casos isolados pode surgir uma mancha arroxeada no lugar de
aplicacdo da agulha. No caso da amostra de gordura. pode aparece uma vermelhidio na area de
infroducdo da agulha. devido a aplicacdo de gelo para adormecer a regido com o objetivo de que
vocé nio sinta nenhum tipo de mal-estar.

Serdo garantidas assisténcia integral e indenizacao. pelo responsavel da pesquisa. caso ocorra
danos decorrentes da coleta das amostras de sangue e gordura ao individuo.

Todas as amostras serdo identificadas com codigos numeéricos e armazenadas em temperaturas
muito baixas no periodo enfre a coleta e analise no Instituto de Nufricdo Josué de Castro da UFRIJ, e
ficardo sob responsabilidade desta Instifuicio, mais precisamente do pesquisador responsavel e da
professora coordenadora da pesquisa. Apds este periodo os materiais biologicos (sangue e gordura)
serio devidamente descartados. As analises serdo realizadas no Brasil, especificamente no
Laboratorio de Bioquimica Nufricional do Instituto de Nutricdo Josué de Castro da UFRJ. Vocé
recebera os resultados das analises com uma breve explicacdo dos mesmos e algumas
recomendacoes dietéticas para manter wma boa saude do coragio.

Os resultados das andalises de sangue e de gordura bem como os seus dados pessoais (idade.
sexo. lugar de residéncia). serdo confidenciais, pois para vocé sera fornecido um codigo de 001 a
250, de forma que seu nome nunca aparecera na base de dados. Mesmo assim. vocé recebera uma
copia dos resultados e uma explicacido dos mesmos.

Voce tem o direito de se recusar a participar da pesquisa ou de se retirar no momento em que
achar necessario.

Este termo de consentimento livre e esclarecido sera emitido em duas vias. Uma sera entregue
ao Senhor(a) e a oufra ficara em poder do pesquisador responsavel pelo estudo.

Senhor/Senhora, se estiver de acordo em participar desta pesquisa. agradecemos que assine esta
folha.
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Eu, . carteira de identidade
entendi as explicacdes anferiores sobre a pesquisa que o Instituto de
Nutricdo Josue de Castro deseja desenvolver. Aceito voluntariamente a participacio nesta pesquisa
para que: (MARQUE COM UM X O TIPO DE AMOSTRA OU AMOSTRAS QUE CONCORDA
QUE SEJAM COLETADAS)

1. Podem coletar somente a minha amostra de sangue

2. Podem coletar as minhas amostras de sangue e de gordura das nadegas

Concordo com que seja coletada a amostra que marquei para a determinacio do tipo de

gorduras que contém.

Ficou claro para mim que tenho o direito de negar a minha participacdo nesta pesquisa no
momento que achar necessario sem nenhum prejuize para mim. Alem disso, ficou claro que
qualquer informacdo sobre a minha identidade € confidencial e nunca sera mencionada em
publicacdes, base de dados ou em outro lugar.

Também fui informado de que se tiver qualquer duvida sobre esta pesquisa posso me comunicar
com a Maria das Gracas Tavares do Carmo. professora do Instituto de Nutricio da UFRJ e/ou Flavia
da Silva Lima Dias, pesquisador do Instituto do Instituto de Nutricio da UFRJ, ao telefone 2562-
6596, no horario das 8:00 as 17hs.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou duvida sobre a ética da pesquisa. podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Clementino Fraga Filho/UFRJ — Sala 01D-
46/1° andar: telefone 2562-2480 — email: cep@hucffufrj.br. Horario de funcionamento de §:00 as
15:00, de segunda-feira a sexta-feira.

Nome do participante Assinatura do participante

Nome do pesquisador responsavel do pais

Assinatura do pesquisador responsavel do pais

Impressio digital

Nota: providenciar copia para o participante
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ANEXO C

Questionério preliminar para selecdo de amostra

N UNIVERSIDADE

Data da entrevista:

Nome do entrevistador:

¥ & DO BRASIL
T UFR]

10.

INSTITUTO DE NUTRICAO JOSUE DE CASTRO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Organizacio Pan-Americana da Saude

QUESTIONARIO PRELIMINAR PARA SELECAO DE AMOSTRA

Perfil de Acidos graxos no plasma e tecido adiposo de populacao urbana.
Estudo colaborativo multicéntrico

Nome:

Endereco:

Telefones de contato: | )

Idade: anos Data de Nascimento:
Sexo: 1( ) Masculino 2( ) Feminino

Apresenta alguma das doencas abaixo?

1( ) Diabetes mellitus 4( ) Cancer

2( ) Hipertensao arterial 5( ) Nenhuma das anteriores
3( ) Doenca cardiaca

Obteve alguma orientacdo de médico ou nutricionista sobre a dieta nos Ultimos 3 meses?
1( ) Sim 2( ) Nao

Tem habito de consumir bebidas alcodlicas?
1( )Sim por semana
2( ) Nao

E usuéario(a) de drogas?
1( ) Sim 2( ) Nao

Faz uso de algum medicamento?
1( )Sim Qual(ais)?
2( ) Nao
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ANEXO D
Questionéario de consumo de alimentos fonte de gordura

UNIVERSIDADE
' DO BRASIL

e UFR)
INSTITUTO DE NUTRI(;.‘AO JOSUE DE CASTRO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO

Organizacio Pan-Americana da Saude

Protocolo de pesquisa: Perfil de dcidos graxos no plasma e tecido adiposo de populacio urbana. Estudo
colaborativo multicéntrico

Dados do participante:
Codigo de identificaciio no estudo:
Nimero do protocolo:

Nome do entrevistador:

Nome:

Telefone:

I. Dados pessoais:

1. Sexo: 1.( )M 2.( )F

2. Data de Nascimento: / !

3. Idade: anos

4. Nasua opinifio qual a cor de sua pele?

5. Cor da pele (observacio do entrevistador):

1.( )branca 2.( )parda 3.( )preta 4. )amarela 5. )vermelha

Dados sécio-econémicos

6. Qual o seu estado civil?

1.( ) solteira

3. ( ) separado(a)
7. Vocé trabalha fora?
1.( )sim (siga para questao 7.1)
2.( )nao (siga para questdo 8)

7.1. Qual a sua ocupacio?

2.( ) casada/vive com companheiro(a)

4.( ) vitva

8. Vocé estudou até que série? .......

Seérie ....... Grau

(eee.) DA estudou = Voce sabe assinar seu nome? 1( ) Sim 2( ) Nio
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IT. Dados sécio-demogrificos:

10. Qual é a forma mais freqiiente de abastecimento de igua na sua casa?
1.( )redepublica 2( )pocoounascente 3( )bicacoletiva 4( ) carro-pipa
11. A familia usa filtro de agua?

L( )sim

2.( ) ndo, mas a agua para beber e cozinhar ¢ tratada (fervida, clorada. etc)
3.( ) ndo tem filtro e nem trata a agua

12. Qual é a forma mais freqiiente de esgotamento sanitirio na sua casa?
1.( )redepublica  2.( )fossa 3.( )céuaberto 4.( ) Outros

12.1 QUAL (AUS) 7 irsirsrirnsasnsasnnssmnmssmsssmsssmssssssssassssnssansannsissssssssssanssansansanssansens

12.2. Somando todos os rendimentos das pessoas que contribuem com a renda na sug
casa, como tambem valores de beneficios (PBF, aposentadorias, ajuda de familiares ¢
outros) qual o valor total da renda de sua familia poy
TNES? tsressesnsseresnssssssssesssssssssssssresnsssssnsassessssasssanssrssans

12.3. Recebe algum auxilio do governo (Bolsa Familia)?
1( ) Sim 2( )Nido
12.4. Recebe cesta basica de alguma fonte?

1( )Sim 2( ) Nao

II1.Dados antropomeétricos:

13. Peso: Kg. 14. Estatura: cin. 15. IMC: Kg,-"m:

15.1. 1. ( ) Baixo peso 2.( ) Eufrofia 3.( )Sobrepeso 4.( )Obesidade

16. Circunferéncia cintura: cm
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IV.Dados de consumo alimentar:

17. Sua familia utiliza éleo para preparar os alimentos (Soja, milho, azeite, outros)?
1.( ) Sim 2.( )Nao
18. Qual tipo de 6leo voceé compra para preparar os alimentos?

1.( )Soja,Marea ...

2.0 )Milho, Marca..............ooooooiee
3.( ) Girassol Marca ...
4 (  )Canola, Marca ...
5.0 )Oliva, Marca......ooooooeoieeeeeeeeeee

6.( ) Outro (especifique) ... Marea ...

19. Sua familia utiliza margarina na sua casa?
1.( ) Sim 2.( )Nao
20. Qual o tipo de margarina sua familia utiliza em sua casa?

L.( ) Qually, Onde compra ...

2.( )Becel, Onde compra ...
3.( ) Claybon, Onde compra ..o
4. ( )Dornana, Ondecompra ...
5.( ) Delicia, Onde compra ...

6.( ) Outro (especifique).._........... Marca ... . Ondecompra. . ... ...

21. Sua familia consome biscoitos em sua casa?
1.( ) Sim 2.{ YNao
22. Qual o tipo de biscoito sua familia utiliza em sua casa?

1.( ) Doce recheado, Marca...............................Onde compra ...

2.( ) Doce s/ recheio, Marca........................... Ondecompra ...
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3.( ) Salgado recheado, Marca........................... Ondecompra ...
4 ( ) Salgados/recheio,Marca......_....._.._ . Ondecompra ...
5.( ) Salgadinho, Marca............................. Ondecompra . .. ...

6.( ) Outro (especifique) .. Marea ...

23. Qual o tipo dos seguintes produtos sua familia consome?

1.( ) Salgados assados, Marca.........................Ondecompra ...
2.( ) Salgados fritos, Marca...............................Ondecompra ...
3.( ) Paes doce com cobertura, Marca.................. Onde compra ...
4 () Boloscomrechelo,Marca......................... Ondecompra ...
5( )Paesdoces, Marca......_...._. . Ondecompra ...
6.( ) Outro (especifique) ... Marea ...

7.({ ) N&o consome

24, Sua familia consome bolo simples industrializado na sua casa?

1.( ) Sim 2.( ) Nao

25. Qual tipo de bolo simples industrializado sua familia consome?

L )i, Marea. o ....Ondecompra ...
20 )i, Marea . ...Onde compra L.
3( )i Marea. o ...Onde compra ...
4.0 )i, Marea o .....Onde compra ...

50 )i Marea. ... Onde compra ...
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6.( ) Nio consome
7.( ) Prepara em casa a partir de mistura industrial.

Qual gordura adiciona? ... Dequalmarca? ...

26. Sua familia consome bolo com recheio na sua casa?

1.( ) Sim 2.( )Nao

27. Qual tipo de bolo com recheio sua familia consome ?

1. ). Marea......._.._ Ondecompra ...
2( )i Marea. ... .Onde compra ...
3( )i Marea. o ....Onde compra ...
4 ). Marea......._ Ondecompra ...

50 ) e ) Marea. . ....Ondecompra ...

28. Sua familia consome bolo com cobertura na sua casa?

1.( ) Sim 2.( )Nio

29. Qual tipo de bolo com cobertura sua familia consome?

1. )i, Marea. . .....Onde compra ...
2.0 ) e Marea. . Onde compra
3( ). Marca..__...___. . Ondecompra ...
4( ). Marea. . .......Onde compra ...
50 )i Marea. . .Onde compra o

6.( ) Nio consome
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30. Qual restaurante tipo lanche rapide sua familia tem o habito de freqiientar e qual o

tipo de alimento consome?

1.( ) McDonald™s, O que COm .

2.0 ) BOB'S. O QU COMIB ittt ee e en e et ee s s s n s

3.( ) Habibs O que COME .
4. () Burguer King O qUe COIMIE oot mem e e e eceeeeas

5.(C )Tratlerderua O que COME . e
6.0 ) e O QUE COMIE.

7.( ) Nio consome

31. Qual o tipo de comida congelada a sua familia consome?

1.( ) Lasanhaassados, Marca......_...._........... Ondecompra ...
2.( ) Batatafrita Marca..._..._....._....... Ondecompra ...

3( )JPizzaMarea........................ Ondecompra ...
4 () Tortasalgada, Marca. ... Ondecompra ...
5.( )Massas, Marca.................ooooooooooo...., Onde compra ..
6.( ) Outro (especifique) ... Marca .

7.( ) Nao consome



V. Dados de consumo alimentar:

26. Frequéncia de consumo:

Com que freqiiéncia SE CONSOME EM SUA FAMILIA os seguintes alimentos?

Apresentar as opcoes anteriores ao entrevistado/a.
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Tipo de alimento | Diariamente | 3-5 vezes | 1-2 vezes | 1-2 vezes 1vez | Nunca/quase
Citad por por por més | por mes nunca
Itados no semana | semana
consumo

Oleo

Margarina

Biscoito

Produtos de
pastelaria

Bolo simples

Bolo com recheio

Bolo ¢/ cobertura

Fast food

Conudas
congeladas




