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RESUMO

A etiopatogenia da ulcera péptica apresenta diversos fatores que contribuem para a
agressdo a mucosa gastroduodenal, sendo que o habito alimentar pode ser um fator
desencadeante, a populagdo paraense apresenta relevante caracteristica quanto ao habito
alimentar, em decorréncia da ingestdo de alimentos derivados da mandioca contendo
glicosideos cianogénicos, sendo que este trabalho tem o objetivo de determinar os teores de
tiocianato urinario em portadores de ulcera péptica considerando-se a presenga de
Helicobacter pylori e comparando com individuos sadios de acordo com o nivel de ingestdo
destes alimentos. Para a determinagdo dos teores de tiocianato foi empregado o método
espectrofotométrico (UV), sendo que os resultados obtidos apresentaram valores médios de
0.7619 £ 0.4859 mg SCN-/L, 0.9258 + 0.5701 mg SCN-/L e 1.2467 = 0.8236 mg SCN-/L
naqueles com baixa, moderada e elevada ingestdio de glicosideos cianogénicos
respectivamente, concluindo-se que o método empregado na culinaria paraense € eficaz, os
individuos portadores de ulcera péptica H. pylori (positivo) apresentaram teores de tiocianato
médios de 0.4913 £+ 0.3841mg SCN-/L, enquanto que os H.pylori (negativo) valores de
0.2463 + 0.2922 mg SCN-/L, portanto, a ingestdo de glicosideos cianogénicos nédo interferiu
no crescimento da bactéria no trato gastrintestinal.




ABSTRACT

The ethyopathogeny of the peptic ulcer presents diverse factors that contribute
for the aggression to the gastroduodenal mucosa, being that the alimentary habit can be
an unleash factor, the paraense population presents excellent characteristic how much to
the alimentary habit, in result of the food ingestion derived from the cassava contends
cyanogenic glycosides, being that this work has the objective to determine of urinary
thiocyanate concentration in carriers of peptic ulcer being considered the presence of
Helicobacter pylori and comparing with healthy individuals in accordance with the
level of ingestion of these foods. The used analytical method was spectrophotometry
(UV), being that the gotten results had presented average values of 0.7619 + 0,4859 mg
SCN-/L, 0,9258 + 0,5701 mg SCN-/L and 1,2467 + 0,8236 mg SCN-/L in those with
low, moderate and hide ingestion of cyanogenic glycosides respectively, concluding
itself that the method used in the paraense food is efficient, the carrying individuals of
peptic ulcer H. pylori (positive) had presented average texts of thiocianate of 0.4913 +
0.3841mg SCN-/L, while that the H.pylori (negative) values of 0.2463 + 0,2922 mg
SCN-/L, therefore, the ingestion of cyanogenic glycosides did not intervene with the
growth of the bacterium in the gastrintestinal treatment.
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1 INTRODUCAO
1.1 CONSIDERACOES GERAIS

Segundo Friedman e Peterson (1998), o estdomago é uma dilatagdo do tubo digestivo
com fun¢do exocrina e endocrina que atua, principalmente, na continuidade da digestdo dos
hidratos de carbono e na hidrodlise das proteinas oriundas dos alimentos ingeridos, pela agdo

da pepsina e outras enzimas secretadas por suas glandulas.

As principais afecgdes gastricas benignas que afetam o homem s3o as gastrites e a
llcera péptica, sendo que as gastrites sdo caracterizadas por processos inflamatérios da
mucosa gastrica e as ulceras apresentam-se em forma de lesdo escavada, geralmente solitaria
e cronica, que se forma na mucosa esofagogastrointestinal como resultado da digestdo acido-
péptica, relacionada ao rompimento do equilibrio entre as defesas da mucosa e a acdo

agressiva do suco gastrico (SANIOTO; AIRES, 1991).

As gastrites e as Ulceras apresentam etiopatogenia multifatorial, e as evidéncias
sugerem que fatores ambientais e genéticos seriam importantes para ocorréncia dessas

afecgoes (ANDREOLLO et al, 1999; KUIPERS et al, 1995).

Dentre os fatores ambientais pode-se destacar a bactéria Helicobacter pylori, a qual

tem sido associada a um amplo espectro de doengas gastricas (JAVIER; PAJARES, 2003).

Outro fator € a dieta alimentar, que desempenha um papel relevante no
desenvolvimento de diversas afec¢des do trato digestivo (CHEMPEREK; JELENIEWSKI,

2001).

Estudos realizados por Chemperek e Jeleniewski (2001) evidenciaram, através de
questionarios aplicados a estudantes do ensino médio, que inumeros fatores ambientais
favoreciam as afec¢des no estomago como, por exemplo, o tipo de alimentagido (dieta

alimentar), o estilo de nutrigdo, o horario em que as refei¢des eram efetuadas e as condig¢des




14

socio-econdmicas. Dentre os 246 estudantes entrevistados, 15,5% apresentaram constipagao e
llcera péptica, ratificando que a dieta alimentar € um fator ambiental relevante para a

ocorréncia desta afeccdo.

Segundo os mesmos autores, foi constatado que a maioria dos estudantes nao se
alimentava regularmente, ou seja, ndo tinham horarios fixos para efetuar suas refeicdes e os
alimentos consumidos eram preferencialmente condimentados com mostarda, ketchup,

maionese e pimenta, somando-se a isto o fato que as mesmas eram degustadas rapidamente.

De acordo com os dados do Ministério da Satde foram registrados no periodo de 2000

22003, no Estado do Para, 189 casos de 6bitos por ulcera gastrica e duodenal.’

As afecgdes gastricas malignas sd3o representadas principalmente  pelo

adenocarcinoma, que € responsavel por 95% dos tumores gastricos (RASO et al., 2002).

De acordo com o Instituto Nacional do Cancer (INCA), o carcinoma gastrico
representa, entre os tumores malignos, a segunda causa de Obito no mundo, sendo que no
Brasil, estad na terceira posigdo entre as patologias mais frequentes. Esta afec¢do ocupa o
primeiro lugar em afec¢Ses do aparelho digestivo na regido norte e nordeste (SAMPAIO;

MORAES, 2000).

Conforme o Sistema de Informagio sobre mortalidade da Fundagdo Nacional de
Saude, o Estado do Para, apresentou no ano de 2000, 246 oObitos por neoplasias malignas do

estdmago, dos quais 158 somente na capital.

A etiopatogenia do cancer gastrico esta relacionada a fatores genéticos e ambientais,
portanto, multifatorial. O fator genético representa papel importante no desenvolvimento do
cancer gastrico, como por exemplo, nos individuos que apresentam a sindrome da polipose

familiar, uma heranga autossomica dominante com alto grau de penetrancia, cujo risco de

' MS/Funasa/Cenepi — Sistema de Informagdes sobre Mortalidade (SIM)

o
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desenvolvimento da doencga € duas a trés vezes superior ao da populagdo em geral. (LYNCH
etal., 1996).

Outros fatores a ser destacado, de acordo com os mesmos autores, sdao os fenotipos
sanguineos, a exemplo do fendtipo A do sistema ABO, particularmente associado a maior
incidéncia de cancer difuso.

Alguns fatores ambientais também estdo implicados diretamente na génese do cancer
gastrico, destacando-se os fatores dietéticos, como os compostos N-nitrosos, representados
pelas nitrosaminas, hidrocarbonetos policiclicos como o benzopireno entre outros (MIDIO;
MARTINS, 2000).

Uma consideravel relagio entre a exposicdo dos compostos N-nitrosos, € 0
aparecimento de cdncer na populagdo Como exemplo tém-se as N-nitrosopirrolidina
substancia extremamente carcinogénica presente no toucinho defumado em quantidade
significativa; outro composto € a dimetilnitrosamina que estd presente em peixes salgados
sendo associada a génese do cancer gastrico (ANDREOLLO, 1994).

Os alimentos defumados também apresentam o benzopireno, substancia
potencialmente carcinogénica. Estudos epidemioldgicos em animais de experimentagd@o
demonstraram que através desta dieta alimentar como carnes curadas, carne defumada, bacon,
peixe salgado entre outros levou ao aparecimento de papilomas e carcinomas gastricos
(SAMPAIO; MORAES, 2000).

Ainda de acordo com os mesmos autores, o consumo de alimentos regionais no norte e
nordeste brasileiro pode estar relacionado a carcinogénese gastrica. Sao, porém de dificil
mensuragdo o consumo destes alimentos e seus efeitos a saide humana. Em seus estudos
constataram que pessoas do sexo masculino apresentavam maior incidéncia de cancer

gastrico, devido, principalmente, aos habitos alimentares.
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1.2 ULCERA PEPTICA

A JUlcera péptica gastroduodenal € uma doenga de evolugdo geralmente cronica
caracterizada por lesdes inflamatérias em areas do trato digestivo, que resulta na perda

circunscrita do tecido (RASO et al., 2002; MENDES, et al. 2002).

Segundo Zaterka et.al (1988), na maioria das vezes a lesdo € Ginica e mais raramente,

dupla ou multipla.

A ulcera péptica gastroduodenal apresenta localizagdo variada, sendo que a duodenal
constitui a forma predominante, localizando-se em 95% dos casos, no bulbo duodenal, no
maximo, a 2cm do musculo pilérico, a maioria das tlceras duodenais tém didmetro inferior a
2cm, sendo que as maiores, de ocorréncia rara, se caracterizam por apresentar um didmetro

entre 3 a Scm (CASTRO; COELHO; NOGUEIRA, 1993).

Na sindrome de Zollinger-Ellison, as ulceras localizam-se na terceira e quarta porgdes
do duodeno, e no jejuno superior. Tal sindrome consiste em um tumor endocrino que produz
quantidade excessiva e sem controle fisiologico de gastrina (MENDES, et al. 2002; MINCIS,

2002).

A tlcera gastrica ocorre predominantemente no antro e localiza-se de preferéncia, na
regido adjacente & mucosa do corpo gastrico produtora de acido cloridrico (ZATERKA et al,,

1988).

Os aspectos histopatologicos da ulcera péptica ativa sdo caracterizados por um tecido
necrotico do tipo fibrindide presente no fundo da lesdo, uma camada de exsudato celular com
predominio de neutréfilos, uma camada constituida por tecido de granulagdo e um tecido
fibroso cicatricial (RASO et al., 2002). Segundo o mesmo autor, na ulcera péptica inativa, a

camada superficial de necrose € escassa ou inexistente e o exsudato de neutrofilo € discreto.
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A tlcera gastrica ocorre em propor¢do menor do que em relagdo a duodenal. As

manifestagdes clinicas destas duas afecgOes apresentam caracteristicas similares, podendo ser
assintomaticas e sintomaticas. Os sintomas sdo caracterizados por dor em queimagdo
acentuada, especialmente no epigastrico, apetite incomum e a dor noturna que,
invariavelmente, desperta o ulceroso a noite, sendo quase patognomoénicos da ulcera
duodenal, principalmente quando melhoram apoés a ingestdo de alimento ou uso de antiacido.

(BERROTARAN et al, 2001; LOOR SOLORZANO, 1997; RODRIGUEZ et al, 2001).

Para o diagnostico da ulcera péptica utiliza-se o quadro clinico relatado pelo paciente e
a esofagogastroduodenoscopia que € o exame mais importante indicado para detecgdo da
tlcera, pois possibilita a realizagdo de bidpsias e a obteng@o de material para estudo citologico

(ANDREOLLO, et al., 1999).

1.2.1 Etiopatogenia da ulcera péptica

A etiopatogenia da ulcera péptica € ainda pouco conhecida. Do ponto de vista
epidemiologico, sua prevaléncia € dificil de ser estimada, haja visto a subjetividade dos
sintomas e sua semelhanca com outros quadros dispépticos. Contudo, tanto os fatores
genéticos quanto os ambientais, por apresentarem em si um numero grande de variantes
determinam, por isso, as condi¢des etiopatogénicas (ANDREOLLO et al, 1999; SOUZA,

2000).

O rompimento do equilibrio entre os fatores agressivos e defensivos da mucosa
gastrintestinal, geralmente por aumento dos fatores agressivos, por diminui¢do dos defensivos

ou por ambas as alteragdes, podem levar a ulcera péptica (MINCIS, 2002).

Inimeros fatores contribuem para a agressio a mucosa gastroduodenal,

comprometendo sua integridade e colaborando para a batogénese da ulcera péptica,
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provocando o rompimento do equilibrio entre os fatores agressores como o acido cloridrico e
pepsina e aqueles responsaveis por neutraliza-los, como a barreira muco-bicarbonato, os
fosfolipidios ativos da superficie epitelial de revestimento, a camada lipoprotéica da
membrana celular e as firmes ligagdes entre as células, o fluxo sangiiineo, a capacidade de
regeneracio da membrana epitelial dentre outros (CHEHTER, 1999; LEON BARUA et al,

1997).

De acordo com os mesmos autores, em 98% dos casos, a ulcera ocorre no bulbo
duodenal, ou na mucosa gastrica, e se apresenta menos acentuadé no tergo inferior do eséfago,
no diverticulo de Meckel com mucosa gastrica ectopica, na borda intestinal de
gastroenteroanastomose e, finalmente, no estdmago, duodeno ou jejuno proximal na sindrome

de Zollinger-Ellison.

1.2.1.1 Fatores genéticos

Variaveis genéticas podem aumentar a predisposigdo ao desenvolvimento da ulcera
péptica, pois evidéncias indicam que pelo menos em alguns grupos de ulcerosos, os fatores
hereditarios fornecem elementos predisponentes da doenga (BALLESTERO; ARTURO,

2000).

Os fatores genéticos tém sido abordados dentro de trés linhas de estudo, quer sejam o

estudo da agregacdo familiar, de gémeos e de marcadores genéticos (CASTRO et al,, 1993).

De acordo com Mincis, (2002), a incidéncia de tlcera duodenal € trés vezes maior em
descendentes ulcerosos duodenais e de igual proporgao a da ulcera gastrica em descendentes
de ulcerosos gastricos, pois estudos em familia através da comparagdo do mesmo grau de

parentesco foram realizados por varios grupos, que demonstraram que a freqiiéncia da ulcera
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péptica € 3 a 5 vezes maior em parentes de primeiro grau — entre pacientes ulcerosos — do que

nos mesmos parentes de controle ou da populag@o em geral.

Os estudos em gémeos, comparando a freqiiéncia de ocorréncia da doenga em gémeos
homozigoticos e dizigoticos demonstraram a maior incidéncia em gémeos homozigotico,
dentre os marcadores genéticos associando a doenga ao fator genético conhecido, pode-se
destacar o grupo sanguineo O, pois 30 - 40% das pessoas com este grupo sanguineo
apresentam maior incidéncia de ulcera péptica quando, comparadas com os demais grupos

sanguineos (CORTI et al, 1986).

O estado secretor, de acordo com o mesmo autor, também € um marcador genético de
ocorréncia da ulcera, pois pessoas que ndo apresentam a capacidade de secretar substancias do
grupo sanguineo do sistema ABH na saliva e no suco gastrico demonstraram, maior
incidéncia de tulcera duodenal em relagdo aos secretores, apresentando um indice 1,5 maior
em relagdo aos mesmos, destacando-se também outros marcadores relacionados a génese da
doenga como os fatores de histocompatibilidade (HLA-BS, HLA-B12, HLA-B35, HLA-

Bw49) pepsinogénio do tipo I, dentre outros.

1.2.1.2 Fatores ambientais
e Helicobacter pylori

Desde o século XIX patologistas europeus ja tinham descrito a presenga de bactérias
espiraladas no estdmago do homem, mas somente na década de setenta do século XX, com a
utilizagdo de técnicas como a bidpsia, comegou-se a observar que 80% dos estudos
histopatologicos em pacientes com ulcera gastrica apresentavam bacilos gram-negativos

(EISING; SILVA, 2002).
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A bactéria foi isolada pela primeira vez por Marshall em 1983, a partir de material de
biopsia de um paciente investigado pelo método de detecgdo de espécies do género

Campylobacter (DUNN; COHEN; BLASER, 1977; KUIPERS et al, 1995).

Inicialmente este microorganismo foi denominado de Campylobacter pylori, e
posteriormente de Helicobacter pylori, pois 0 mesmo apresentava estruturas e propriedades

enzimaticas que ndo se enquadravam no género Campylobacter (WARREN, 2000).

Os conhecimentos sobre a fisiopatologia da tlcera péptica foram revolucionados pelas
evidéncias de sua associag@o a bactéria H.pylori, sendo esta, também um agente promotor no
desenvolvimento de neoplasias como o céancer gastrico (EL-BARRAWY; MORAD; GABER,

1997).

Esta bactéria apresenta caracteristicas morfoldgicas gram-negativa, medindo de 2,5 a
5,01, possuindo de um a seis flagelos do tipo unipolar. E uma bactéria microaerofilica, que

cresce preferencialmente a 37°C e tem como seu habitat o estdmago humano (DIETZ, et. al.,

2001, GRAHAM, 2003).

Segundo Javier e Pajares (2003), apos diagnostico confirmado de H.pylori a ulcera

duodenal apresenta maior prevaléncia em relagio a ulcera gastrica.

O H.pylori produz varias proteinas que parecem mediar ou facilitar seus efeitos
deletérios sobre a mucosa gastrica. Atualmente, tem sido bastante ressaltada a associa¢do da
citotoxina Cag4 com aumento da inflamag@o géstrica e conseqiientemente, quadros clinicos
mais graves. As cepas virulentas (Cagd” induzem forte processo inflamatério, com denso

infiltrado de neutréfilos, que causam graves danos a mucosa gastrica (MARTINS et al, 2002).

Para Malaty (1994) existem controvérsias em relagdo a participagdo do H.pylori na
génese da doenga, pois alguns estudos demonstram discrepancias observadas em

determinadas regides, entre a alta prevaléncia da bactéria e a baixa ocorréncia de ulcera




21

péptica, como por exemplo, na Nigéria, onde se observa uma prevaléncia de H.pylori
uniformemente elevada e taxas de tlcera péptica com grandes variagdes de regido para regido,
constituindo o chamado enigma africano. Os autores concluiram que existem outros fatores
além do Helicobacter pylori que devem participar juntamente na génese da doenga ulcerosa,

porém ainda ndo esclarecidos.

Dados epidemiologicos demonstram que no Brasil a bactéria H.pylori apresenta
elevada incidéncia em criangas, sendo que, em Belém esta taxa atinge 87% das afecgdes

(MARTINS et al, 2002).

Ainda segundo os autores, em relagido aos individuos adultos, a presenga da bactéria na
referida capital mostra-se com altos indices de prevaléncia como fator etiologico da ulcera

péptica apresentando uma incidéncia de 92% nos casos confirmados da doenga.

e TABAGISMO

O tabagismo ¢ um importante fator de risco associado a ulcera péptica, pois foi
relatado tanto em estudos epidemioldgicos quanto clinicos a forte associagdo entre o habito de
fumar e a incidéncia da afecgdo. Sabe-se que a frequiéncia desta em fumantes é o dobro
daquela observada em ndo-fumantes, existindo uma correlagdo positiva entre o nimero de

cigarros consumidos e a prevaléncia da ulcera péptica. (CASTRO et al.,1993).

Montovani (2002) ressalta que essa afecgdo € maior em fumantes do que em ndo

fumantes, pois nos tabagistas a cicatrizagdo € menor e ocorre de maneira lenta.

Segundo Ishii e Kuyama (2002) estudos epidemioldgicos realizados no Japdo
revelaram que o habito de fumar agrava o desenvolvimento da tUlcera péptica, principalmente

em associagdo com bebidas alcodlicas, aumentando ainda mais as injurias da mucosa gastrica.
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e ANTIINFLAMATORIOS

Os antiinflamatorios ndo-esteroidais sd3o hoje considerados como uma causa
estabelecida de ulcera péptica, podendo ocorrer apos administragdo oral ou sistémica das
drogas e com praticamente todos as especialidades farmacéuticas desta classe de farmacos
comercializados atualmente (ARCE SONCO, 1997, FULLER, et al, 1997; JAVIER;

PAJARES, 2003).

O mecanismo responsavel pela indug@o de lesdes cronicas no epitélio gastroduodenal €
atribuido principalmente a inibigdo da cicloxigenase 1, enzima-chave na sintese das
prostaglandinas. Dessa forma os antiinflamatorios causam uma reducdo significativa nos
teores de prostaglandinas das mucosas, sendo que as prostaglandinas E e A protegem a
mucosa gastrica através de seus efeitos estimulantes sobre a produgdo de muco e secregio de
bicarbonato, enquanto aumenta o fluxo sangiiineo mucoso e reduz o tumor celular, sendo
considerados fatores de prote¢@o ou neutralizadores da ocorréncia de tlceras (FARIAS et al,

1999; ZATERKA et al.,1988).

Estudos epidemiologicos evidenciaram que 25% dos pacientes que utilizaram
regularmente antiinflamatérios ndo esteroidais (aspirina) para tratamento de artrites

desenvolveram ulcera péptica. (FULLER, et al., 1997; JAVIER; PAJARES, 2003).

e HABITOS ALIMENTARES

Segundo Zaterka et al (1988) os fatores dietéticos tém sido atribuidos como possiveis
participantes na etiopatogenia da Ulcera péptica, como exemplo relata-se o consumo de

refrigerantes, o café, o alcool, os condimentos, entre outros.

Os estudos sobre o papel da ingestdo de bebidas alcoolicas na ocorréncia da ulcera

peptica sdo inconclusivos e nio sustentados pelos dados epidemioldgicos disponiveis, embora




possa ocorrer sintoma dispépticos e hiperemia da mucosa gastrico. Alguns autores sugerem
que em baixa concentragdo ha estimulagdo da secregdo acida. Por outro lado, o consumo

moderado a elevado de etanol inibe a referida secregdo (CASTRO et al., 1993).

O efeito estimulante do café sobre a secrecdo acida e os sintomas dispépticos
causados pelo mesmo estdo bem demonstrados através de estudos cientificos. No entanto, as
evidéncias entre maior consumo de café e incidéncia de ulcera péptica sdo conflitantes, pois
estudos epidemiolégicos ndo demonstraram correlagdo entre a ocorréncia de ulcera péptica e

o consumo de café e de bebidas cafeinadas (CASTRO et al,, 1993).

Estudo realizado por Budagovskaia e Salnikova (1997) entre 500 individuos, com
faixa etaria entre 16 a 55 anos de ambos os sexos, que responderam um questionario para
caracterizagdo do tipo de alimentagdo e verificagdo de possiveis afecgdes gastrintestinais,
fornecem como resultado que a ingestdo elevada de carboidratos e gordura animal associados
ao baixo consumo de vegetais e frutas desempenham importante papel no desenvolvimento da

tlcera duodenal no grupo pesquisado.

O consumo de alimentos condimentados pode ser fator importante no
desenvolvimento da ulcera péptica, pois a utilizagdo habitual destas especiarias acarreta
transtornos gastrointestinais como a hiperemia na mucosa gastrica, constipacdo intestinal,
contribuindo para a génese da ulcera péptica (AZEVEDO et al, 1999; CHEMPERER,;

JELENIEWSKI, 2001).

Inimeras afecgdes no estomago estdo associadas a dieta alimentar, mais
especificamente ao consumo de mandioca. Estudos realizados em 3 cidades no sul da Etiopia
demonstrou que 450 individuos dos questionarios analisados apresentavam problemas
gastrointestinais, 50% eram relacionados a distirbios e dores epigastricas, destes 38,7%

relataram distensdo abdominal e vomitos (ABUYE; KELBESSA; WOLDE-GEBRIEL, 1998).




Estas afecgdes, segundo os mesmos autores, no estdomago sdo atribuidas ao consumo

elevado da mandioca.

Esta elevada ingestdo de alimentos derivados da mandioca contendo glicosideos
cianogénicos, também faz parte da dieta alimentar da populagdo paraense através de inumeras
iguarias como a mani¢oba, farinha de mandioca, farinha de tapioca, tucupi, entre outras. De
que dados na literatura relacionam a base desta dieta alimentar a este tipo de afeccdo,
permitindo especular-se que este habito de consumo também seja um fator importante para o

desenvolvimento da génese da ulcera péptica nesta populagio.

1.3 ASPECTOS GERAIS DOS VEGETAIS CONTENDO GLICOSIDEOS

CIANOGENICOS

Mais de 2000 espécies vegetais apresentam em sua composi¢do quimica glicosideos
cianogénicos. Cerca de 110 familias botanicas contendo cianogénicos apresentam as maiores
concentragdes desse metabolito nas folhas, mas o composto também esta presente em
quantidade consideravel nas raizes, sementes e outros tecidos. Ressalte-se que tecidos jovens
(brotos) apresentam teores mais elevadas deste composto, bem como, a concentragdo varia
entre as diversas espécies vegetais (NAMBISAN; SUNDARESAN, 1984).

Na ingestdo de vegetais que contenham glicosideos cianogénicos, o pH acido do
estomago possibilita a liberagio do acido cianidrico ja que a hidrolise de glicosideos €
favorecida quando no meio acido (MIDIO; MARTINS, 2000).

A hidrélise dos glicosideos no organismo humano pode ser catalisada pelas f3-
glicosidases oriundas da flora gastrintestinal e através da presenga de enzimas endogenas
glicosidases especificas) do vegetal. A liberacio das enzimas e, consequentemente, 0
surgimento do acido resulta a partir de processos mecanicos de preparo de alimentos como a

prensagem, moagem, trituragado, etc. (KAMALU, 1995).




1.3.1 Madioca (Manihot esculenta Crantz)

1.3.1.1 Taxonomia

A mandioca é uma FEuphorbiaceae que pertence ao género Manihot, denominada
Manihot esculenta Crantz. Tem sido objeto de estudos cientificos por sua aplicabilidade em
pesquisas laboratoriais, mas principalmente por sua importdncia socioecondmica.
(ANDRADE FILHO; CAMPOLINA; DIAS, 2001).

De acordo com estudos preliminares, o género Manihot ¢ oriundo do territorio norte
americano e foi trazido, no periodo colonial para o Brasil, a América Central e o México.
(ANDRADE FILHO; CAMPOLINA; DIAS, 2001).

Atualmente, as culturas de mandioca estdo espalhadas por todas as regides de clima
tropical. Ainda segundo Carvalho e Pereira (1979), a planta foi levada pelos portugueses da
América até o continente africano.

Existe uma grande quantidade de variedades da espécie Manihot esculenta Crantz, entre
elas grupos de mandiocas mansas, doces ou de mesa e mandiocas bravas, amargas ou toxicas.
Esta constatado que as mandiocas bravas sdo mais toxicas que as mansas € a unica maneira de

distingui-las € pelo seu efeito nocivo (ANDRADE FILHO; CAMPOLINA; DIAS, 2001).

1.3.1.2 Descri¢do botanica

As mandiocas s3o descritas por Carvalho e Pereira (1979) como plantas herbaceas
quando novas, porém quando crescem, ficam lenhosas, subarbustivas ou raramente arboreas.
O sistema radicular, segundo Flores (1998) € superficial, constituido por um numero
relativamente pequeno de raizes. Afirma a autora que parte deste sistema pode acumular
grande quantidade de amido; formando assim, raizes tuberosas ou conicas ou, mais raramente,

cilindricas e fusiformes.




Na descri¢gdo do sistema radicular, a raiz € tuberosa e constituida por uma pelicula
suberificada, de colorag¢do branca acinzentada ou marrom — avermelhada; possui uma casca,
geralmente branca e espessa, rica em latex, que, segundo Cereda e Mattos (1996) contém o
principal agente toxico da mandioca, o acido cianidrico.

No cerne da raiz, apresenta um cilindro com certa quantidade do mesmo agente, porém
em menor concentragdo, em relagdo a acumulada na casca (CEREDA; MATTOS, 1996;
CAMARA; GODOY; J. FILHO, 1984).

O caule nio ramificado de varios modos apresenta altura de 1 a 2 metros quando a
planta alcanga sua maturidade. (CARVALHO; PEREIRA, 1979).

Ainda segundo os autores, no inicio do desenvolvimento a planta € de coloragdo verde,
posteriormente, torna-se suberificado e assume cor acinzentada (variedade branca) ou marrom
(variedade parda).

As folhas apresentam coloragdo verde, palminérveas, fendidas, podendo ser constituida
por 3, 5 ou 7 lobos, mais ou menos estreitos e longos ou estrangulados na parte mediana. Os
brotos podem ser verdes ou arroxeados, sendo que as flores estdo localizadas em axilas das
ramificagdes. As masculinas localizam-se em posigdo superior as femininas; estas geralmente
em numero de duas. Os frutos sdo capsulas triloculares e deiscentes. Contém sementes
carunculadas de forma ovoide e eliptica, coloragdo marrom-acinzentada com manchas mais
escuras, lembrando muito a semente de mamona em tamanho reduzido; apresentam

tegumento consistente, endosperma e embrido (CAMARA; GODOY; J. FILHO,1984).

1.3.1.3 Descrigdo das caracteristicas quimicas e nutricionais da mandioca
O vegetal apresenta uma composi¢d@o quimica complexa, que inclui enzimas, proteinas,

aminoacidos, carboidratos, fendis, etc. Estes elementos estdo distribuidos em quantidade

-
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variavel nas diversas partes da planta, como também entre as diferentes variedades do vegetal
(FUKUDA, 1982; NAMPOOTHIRI; PANDEY, 1999).

Um dos principais componentes da mandioca € o glicosideos cianogénicos do qual o
acido cianidrico € liberado por agdo de acidos ou enzimas (linamarases) presentes tanto na
casca branca quanto na polpa (EL-DASH; MAZZARI; GERMANI, 1994).

Segundo Fukuda (1982) e Cereda e Mattos (1996) o papel que este acido desempenha
na planta ainda € objeto de estudos ainda ndo conclusivos. Uma das possiveis fungdes deste
acido pode estar relacionada a proteg¢do contra doengas e pragas. Esta afirmativa fundamenta-
se pela grande resisténcia da mandioca em solos acidos, arenosos e por suportar climas
diversificados. Sua rusticidade lhe confere resisténcia a varios tipos de pragas e doengas, que,

por outro lado, sdo freqiientes em plantas sob as mesmas condig¢des.

TABELA I - Composi¢do quimica (%) da raiz da mandioca

COMPONENTES %
Umidade 70,25
Amido 21,45
Agucares 5,13
Proteinas 1,12
Gordura 0,41
Fibra 1,11
Cinza 0,54

Fonte: El-Dash et al.,1984.

1.3.1.4 Glicosideos cianogénicos da mandioca
Em 1906, foi isolada a linamarina, sendo entdo, atribuida a esta substancia a
responsabilidade pela toxicidade da mandioca. Somente em 1968, porém, constatou-se que a

linamarina e lotaustralina constituiam o elemento cianogénico da mandioca. Estudos
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demonstraram que estes glicosideos cianogénicos encontram-se em teores de 93% e 7%,
respectivamente na planta (CARVALHO; PEREIRA, 1979).

Existe uma reagdo catalisada pela enzifna linamarase presente na mandioca a partir do
contato dela com os glicosideos cianogénicos apOs ruptura da estrutura celular da planta, o
que promove a hidrolise da mesma liberando, assim, o acido cianidrico (KAMALU, 1995).

E interessante notar que embora essa reagio possa nio ocorrer na planta, as condigdes
existentes em organismos, tanto humanos como animal fazem com que enzimas, presentes no
trato digestivo, efetivem a citada reagdo com os glicosideos. Desta reagdo, podem advir
sintomas de intoxicagdo dependendo da quantidade de alimento ingerido (FLORES, 1998;
GALVAO, 1996; BION, et al., 1997).

Existe uma estimativa que se diferencia o tipo de mandioca quanto a sua toxicidade, de
acordo com Carvalho e Pereira (1979) e Flores (1998), existem as mandiocas mansas que
apresentam menos de 50ppm de HCN na raiz; as toxicas moderadas com teor de 50 a 100
ppm e as perigosamente toxicas que possuem HCN acima de 100 ppm na raiz tuberosa
desprovida de casca.

Os autores ainda ressaltam que as raizes desprovidas de suas cascas apresentam
concentragdes de acido cianidrico que variam de 15 a 400 ppm (calculado como mg de HCN
por Kg de peso fresco). Porém ja foram obtidas amostras com teores de 10 ppm e 2000 ppm,
sendo que os teores médios esta na faixa de 30 a 150 ppm.

A diferenga de toxicidade entre cultivares de mandioca mansas e bravas ¢ mais bem
representada pelos teores de glicosideos cianogénicos das partes internas das raizes tuberosas,
demonstrado na Tabela II. A Tabela III representa os teores desse acido em relagdo aos
procedimentos aplicados para eliminagdo desta substancia. (ALBUQUERQUE, 1969;

CARVALHO, PEREIRA, 1979).
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TABELA II — Distribui¢do de HCN (%) nas diferentes partes do vegetal.
Partes da Planta Mandioca Doce(%) Mandioca Amarga(%)
Folhas adultas 0,0162 0,0410
Caule verde 0,0144 0,0240
Porg¢do interna do lenho 0,0430 0,1130
Medula 0,0072 0,0027
Raiz fresca (parte interna da casca) 0,0197 0,0530

Fonte: Albuquerque, 1969.

TABELA III — Perdas de compostos cianogénicos durante o processamento de raiz de

mandioca.
Processo Perda de Acido Cianidrico (%)

Fervura 25-75
Secagem:

» Solar 40-50

» Mecanica 40-50
Branqueamento e secagem solar 50
Esmagamento e secagem solar 95-98
Branqueamento a vapor 17
Fritura 13

Fonte: Cardoso, 1999.

1.4 GLICOSIDEOS CIANOGENICOS: COMPOSICAO QUIMICA
Os glicosidios cianogénicos sdo constituidos por uma porgao glicidica e uma aglicona.
Segundo Midio e Martins (2000), estes compostos sdo definidos como substancias de origem

vegetal que por hidrolise, em presenca de um catalisador, desdobram-se em agucar e HCN.



Os glicosideos sdo formados por uma ligag@o semiacetal entre os grupos reduzidos do

agucar e a hidroxila alcoolica ou fenodlica da aglicona, sendo que a aglicona pode apresentar
um grupo alquila, arilalquila ou arila, o qual define as caracteristicas dos glicosideos. Quando
este grupo € representado por hidroxinitrilas (cianidrinas), pode-se classificar esse composto
como glicosideo cianogénico. Estes, quando presentes em plantas sdo derivados B -
glicosideos de o-hidroxinitrilas; quanto a facilidade de hidrolise, é uma caracteristica
importante dos glicosideos, nesta reagdo quimica libera-se o aguicar e a cianidrina, que por sua
vez, degrada-se a acido cianidrico, que é o responsavel pela toxicidade do composto (MIDIO;

MARTINS, 2000).

1.5 ASPECTOS TOXICOLOGICOS DO ACIDO CIANIDRICO
1.5.1 Toxicocinética

A absor¢do do acido cianidrico ocorre principalmente por via inalatoria e pelo trato
gastrintestinal. Pela primeira, o acido € rapidamente absorvido através dos capilares alveolares
que o conduz até o sangue, onde se liga a hemoglobina (BURTIS; ASHWOOD, 1998,
KLASSEN, 2003).

A absor¢do pela via cutdnea, mesmo com a pele integra, também pode levar a
intoxicagdo, principalmente quando grandes areas sdo expostas ao cianeto. Diferente da via
inalatoria e oral, os sinais e sintomas apresentados sdo tardios. A distribuigdo do cianeto se
processa rapidamente pelos tecidos, ligando-se as proteinas plasmaticas na taxa de 60%
(PARKINSON, 1996).

A biotransformag@o do acido cianidrico € catalisada pela enzima mitocondrial
rodanase (EC 2.8.1.1), originando o tiocianato. Tal reagdo € limitada pelo fornecimento

endogeno de tiossulfato (KLASSEN, 2003).



ESQUEMA I: Reag¢do de biotransformagdo do cianeto

Na,S,0;3 + CN° Rodanase SCN™ + Na;SO;

 —
<«

A meia-vida biologica do cianeto no organismo humano varia entre 20 a 60 minutos e

as concentrag¢des eritrocitarias sdo quatro ou mais vezes superiores as séricas, em fungdo de
sua concentrag@o nos eritrocitos (OLUWOLE; SOWUNMI, 2002).
0 tempo de excregdo sob a forma de tiocianato € em torno de 20 horas, com clearence

aproximado de 160 mL/min" (SCHVASTSMAN, 2002).

1.5.2 Toxicodinimica

O mecanismo de ag@o principal do cianeto € a capacidade de inibir enzimas
possuidoras de metais em suas estruturas, especialmente o ferro. Dentre elas, destaca-se a
citocromo-oxidase que se processa de forma instantanea, originando um complexo chamado
citocromo-oxidase-CN. (PARKINSON, 1996; CEREDA ; MATTOS, 1996).

A formagdo do complexo citocromo-oxidase — CN resulta na inibi¢do da respiragao
celular, desencadeando uma hjpéxia.citotc')xica. O processo de fosforilagdo oxidativa também

¢ afetado pelo ion cianeto (STRAYER, 1996).

1.5.3 Manifestac¢des clinicas da intoxicacdo aguda e crénica por cianeto.
e INTOXICACAO AGUDA
A maioria das pessoas com exposigdo aguda ao cianeto geralmente morrem
imediatamente, pois a utilizagdo do oxigénio tecidual € inibida, apresentando um estagio de
estimulagdo do sistema nervoso central com hiperemia e cefaléia, convulsdes hipdxicas,

parada respiratoria seguida de morte (KLASSEN, 2003). 5




e INTOXICACAO CRONICA

Estudos realizados por Soto-Blanco et.al (2001) utilizando cobaias (ratos) que
receberam pequenas doses ou mais de cianeto por longo periodo de tempo objetivando
caracterizar possiveis manifestagdes da intoxicagdo dentre elas: o desenvolvimento de
diabetes pancreatico, o hipotiroidismo e doengas neurologicas revelaram que a administra¢do
cronica do cianeto promoveu lesdes neuropatoldgicas nos ratos, sem afetar o metabolismo da
glandula do pancreas e da tireoide.

Diversos estudos tém associado a ingestdo de glicosideés cianogénicos, presente em
alguns alimentos, a ocorréncia de danos ao sistema nervoso central e trato gastrintestinal,
porém, mesmo assim, os relatos da intoxicagdo cronica ao acido cianidrico e seus derivados
sdo raros na literatura especializada (BANEA-MAYAMBU et al,, 1997, MLINGI et al., 1998;
PADMAIJA, 1995).

Os efeitos toxicos resultantes da exposi¢do aos residuos de glicosideos cianogénicos,
acido cianidrico e do tiocianato, podem ser representados podem acarretar sério risco a vida
dos individuos expostos, enquanto que a exposi¢do a baixas concentragdes por longo periodo
de tempo podera acarretar o aparecimento de bdcio, neuropatia periférica (Doenga de Konzo)
(FIGURA 01), diabete pancreatica e afec¢des gastrintestinais (BANEA — MAYAMBU et al,

1997, OLUWOLE, 2002; SREEJA, 2003).
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Fonte: www.nutrition.uu.se/.../group97/ cassava/konzo3.jpg

1.5.4 Tratamento das intoxicacoes

As intoxicagdes agudas possibilitam uma terapia especifica, mas nos casos cronicos
oferecem dificuldades no estabelecimento de um tratamento adequado em decorréncia de
fatores inespecificos como a variagdo da dose durante um periodo indeterminado, a freqiiéncia
do uso e as vias de exposi¢do (RANG; DALE, RITTER, 2001; SCHVASTSMAN, 2002).

Para a remog@o do ion cianeto do organismo humano na intoxicagdo aguda o principal
mecanismo € a conversdo através da enzima mitocondrial rodanase (EC 2.8.1.1), para
tiocianato, e para acelerar a desintoxicagdo, administra-se via intravenosa de tiossulfato de
sodio (SmL de uma solugdo aquosa a 25%), e o tiocianato formado é prontamente excretado
na urina (KLASSEN, 2003).

Segundo o mesmo autor, outro tratamento consiste na administragdo de substancias
como nitrito, que oxidam a hemoglobina em metemoglobina. O nitrito de amila ¢ geralmente
administrado por inalagdo, enquanto uma solugdo de nitrito de sddio tem administragdo

intravenosa (10mL de uma solugdo a 3%).



A metemoglobina, por sua vez, compete com a citocromo-oxidase pelo ion cianeto. A

agio da massa favorece a metemoglobina em relagdo a enzima citocromo-oxidase, formando
dai a cianometemoglobina, e a referida enzima € restaurada. (RANG; DALE, RITTER, 2001,
SCHVASTSMAN, 2002).

O 4-dimetil-aminofenol, por outro lado, também oxida a hemoglobina em
metemoglobina, pode ser usado em uma dose intravenosa de 3mg/kg. Quanto aos compostos
de cobalto tém uma afinidade pelo cianeto, e 0 EDTA atualmente est4 sendo usado em alguns

paises para tratar a intoxicagdo por cianeto em seres humanos (KLASSEN, 2003).

1.6 DETERMINACAO DE GLICOSIDEOS CIANOGENICOS EM FLUIDOS
BIOLOGICOS

Para determinagdo do tiocianato em fluidos bioldgicos, diversos métodos tém sido
utilizados, entre eles a cromatografia gasosa por captura de elétrons/deteccdo de
fotoionizagdo, CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia), cromatografia de troca
ionica, dentre outras (BERENGUER et al, 2002; BURTIS; ASHWOOD, 1996;
CURTIS;GRAYLESS;FALL, 2002).

Métodos espectrofotométricos tém sido descritos e largamente utilizados para
determinagdo do ion tiocianato em amostras de urina, usando a reagdo de Pettigrew e Fell
(1972). O procedimento para analise € simples e eficiente, sendo que a resposta linear
apresenta alta reprodutibilidade (acima de 16mg SCN/L) (GALVAO et al, 1996;
NAMBISAN ; SUNDARESAN, 1984; SIQUEIRA et al, 1996; TOMINAGA ; MIDIO,

1991).
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2. JUSTIFICATIVA

A etiopatogenia da tlcera péptica esta associada principalmente a presenga da bactéria
Helicobacter pylori, mas outros fatores genéticos e ambientais, por apresentarem em si um
nimero grande de variantes, contribuem para a génese da patologia (ANDREOLLO et al,

1999; EL - BARRAWY; MORAD; GABER, 1997).

O habito alimentar também é um fator relevante para o desenvolvimento de afecgdes
no trato gastrintestinal, e ao se considerar que a populagdo paraense apresenta caracteristica
peculiar referente ao consumo de derivados da mandioca, como a farinha, o tucupi, a tapioca

entre outras iguarias; € de relevante importancia avaliar o habito alimentar com a referida

afecgdo do trato gastrintestinal.
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3. OBJETIVO
Determinar os teores de tiocianato urinario em portadores de ulcera péptica
considerando-se a presenca de Helicobacter pylori e comparando com individuos sadios a fim
de avaliar a colaborag@o da ingestdo elevada de derivados do acido cianidrico na ocorréncia

da patologia e a eficiéncia nos processos de remogdo desses compostos utilizados na culinaria

paraense.




4. MATERIAL E METODOS

4.1 CASUISTICA

As concentra¢gdes de tiocianato urinario foram determinadas em 100 voluntarios
participantes do estudo, assim distribuidos: 100 individuos sem achados clinicos sugestivos de
Ulcera péptica, e 22 participantes com achados clinicos sugestivos de ulcera péptica €
confirmado posteriormente por Endoscopia Digestiva Alta (Esofagogastroduodenoscopia).

Foram selecionados participantes de ambos os sexos com idade variando de 18 a 60
anos, os quais foram considerados motivos de exclusdo do ensaio o habito de fumar, a
presenca de patologias concomitante, bem como aqueles faziam uso de qualquer
medicamento.

Os participantes foram recrutados aleatoriamente na cidade de Belém, Para, no periodo
que compreende entre Janeiro/2000 — Fevereiro/2001. Aqueles que apresentavam achados
clinicos sugestivos de afecgcdo do trato gastrintestinal foram encaminhados ao Hospital Jodo
de Barros Barreto para avaliagdo clinica e posteriormente ao setor de Endoscopia para a
realizagdo do referido exame.

Um questionario informativo foi aplicado aos participantes do estudo com vistas a
caracterizagdo do habito alimentar (ANEXO 01). Em relagdo a ingestdo de derivados de
mandioca foram classificados em 03 grupos, assim descritos (OKAFOR; OKOROWKWO,
MADUAGWU, 2002).

a) Grupo com reduzida ingestdo de derivados do acido cianidrico

b) Grupo com moderada ingestdo de derivados do acido cianidrico

c) Grupo com elevada ingestdo de derivados do acido cianidrico

Os individuos do grupo a ingeriam de forma reduzida os produtos derivados da

mandioca (ocasionalmente).




O grupo b apresentava ingestdo moderada, isto €, duas a trés vezes por semana
consumiam iguarias regionais, tais como manigcoba, tacaca, farinha de mandioca, tapioca
efc., todas derivadas da mandioca. |

Os individuos do grupo ¢, que apresentavam habito alimentar de consumo diario
associado a exposi¢do ocupacional (cultivo, processamento, preparo e comeércio) envolvendo
o produto estudado, e estavam por assim ser, diretamente expostos ou em contato com O

agente tOxico e, conseqiientemente, apresentavam uma ingestao acentuada.

42 AMOSTRAS

Uma amostra de urina (5 a 10mL) foi fornecida por cada participante do ensaio.Desta,
uma aliquota foi destinada a determinagdo do tiocianato urinario e outra para a determinag@o
da creatinina urinaria. O tempo decorrido entre a coleta e a analise foi inferior a 3 dias. As

amostras foram mantidas sob refrigera¢do a — 4°C.

43 MATERIAL
4.3.1 Equipamentos e acessorios
» Espectrofotometro — 6405 UV/Vis — JENWAY®;

Agitador tipo Vortex *;

‘/4

» Sistema de evaporagdo em Banho-Maria (Hemogquimica) ®

‘;7

Micropipetas automaticas com volume regulavel

A4

Medidor de pH (Digimed) ®

‘;/

Balanga Analitica (Acculab) ®.




4.3.2 Vidraria
Foi utilizada vidraria comum de laboratorio, tratada inicialmente com solugdo de
hipoclorito de sddio a 5%, posteriormente lavada com detergente neutro em agua corrente €

finalmente com agua deionizada.

4.3.3 Reagentes e Solventes
» Acido Cloridrico (HCI) 0,5M; - MERCK®
» Solucdo de Oxido de Arsénico (As;03) - MERCK * a 2% - 20g/L em 0,1M NaOH -
MERCK *, titulado com HCI 0,1M - MERCK *; £=1,00;
» Agua de Bromo 0,5% v/v; - MERCK ®
» Reagente de p-fenilenodiamina (p-PDA) 2g/L em HCI 0.5M. — MERCK*
» Reagente de Piridina — MERCK ® - Misturar 6 volumes de piridina com 1 volume de

acido cloridrico (HCl) concentrado e 4 volumes de agua deionizada.

\%

Solugdo Cromogénica — O reagente de p-fenilenodiamina (p-PDA) e o reagente de
Piridina s@o misturados na propor¢ao de 1:3 imediatamente antes da analise.

» Solugdo Padrio de Tiocianato de Potassio — 200mg/mL - MERCK®

\ 74

Solugdes de Trabalho — Efetuaram-se dilui¢des da solug@o estoque de tiocianato de
potassio em agua deionizada para obteng@o das solu¢des de trabalho nas concentragdes

de 0,5; 1,0; 2,0; e 4,0mg/L.

"/

Florisil 60-100 MESH - MERCK * e Gel de Silica - MERCK * (1:1)

» Kit de Creatinina — LABTEST DIAGNOSTICA S.A.*
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43.4 Calibradores

No preparo dos calibradores, aliquotas de 125; 250; 500 e 1.000uL da solugéo
estoque de tiocianato foram transferidas para‘frascos de vidro ambar aos quais adicionou-se
50mL de urina para obtengdo de concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; e 4,0mg/L.

Nota: Os calibradores foram mantidos a —4°C.

44 METODOS
4.4.1 Acondicionamento da coluna para cromatografia

A coluna cromatografica foi preparada com uma mistura de Florisil 60-100 MESH (1):
gel de silica (1), de modo a preencher um espago de 2,5cm desta. A seguir, processou-se a
lavagem com 20mL de acido cloridrico (0,5M) e 10mL de agua deionizada durante 3 dias
consecutivos, com dez lavagens diarias. O fluxo da coluna foi padronizado em 16
gotas/minuto.

A coluna cromatografica foi submetida a lavagem com 10mL de agua deionizada e em

seguida com 10mL de Acido Cloridrico (0,5M), entre cada eluicio de amostra.

4.4.2 Procedimento analitico para determinac¢io de tiocianato urinario

O tiocianato € previamente separado da matriz biologica por extragdo solido-liquido,
onde os grupos funcionais ciclo-hexil da silica permitem a passagem sem restrigdes do
tiocianato. A uma aliquota de 1mL de urina adicionou-se SmL de acido cloridrico (0,5M),
aplicada sobre a coluna cromatografica (Florisil/Gel de Silica) que foi lavada com 4mL de
acido cloridrico (0,5M) até completar o volume de 10mL.

A uma porgdo de ImL do eluato adicionou-se 0,2mL de Agua de Bromo (0,5%),

0,5mL de solugdo de Oxido de Arsénio e 2mL de solugio Cromogénica; agitou-se em Vortex
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por 30 segundos. O complexo amarelado formado foi submetido a Ileitura em

espectrofotdometro a 452nm.

4.4.3 Limite de detec¢ao

O limite de detec¢do considerado a menor concentragdo do analito que pode ser
diferenciada do ruido da linha de base foi determinado a partir de diluigdes sucessivas da
solugdo de trabalho de tiocianato em concentragdes de: 0,0125; 0,0250;, 0,0500; 0,1000;

0,5000 e 1,0000mg/L.. Os ensaios foram realizados em duplicata durante cinco dias.

4.4.4 Curva de calibracio

A curva de calibragdo foi elaborada a partir de diluigdes contendo tiocianato em
concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0; e 4,0mg/L, submetidos a determinagdo da referida substancia
conforme descrito em 4.5.2. As relagdes entre as absorbancias encontradas e as respectivas
concentragdes estdo na Tabela IV. Efetuou-se a regressdo linear para obten¢ido da equagdo da
reta e do coeficiente de correlagdo. Os ensaios foram realizados em triplicata durante cinco

dias.

4.4.5 Precisao

Para avaliagdo da precisdo do método analitico empregaram-se as dilui¢des contendo
tiocianato em concentragdes de 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0mg/L as quais foram submetidas a
determinagdo de ion conforme 4.5.2. Os ensaios foram realizados em quintuplicata durante
quatro dias consecutivos. No estudo da precisio foram considerados os coeficientes de

variagao intra e inter-ensaios.




44.6 Recuperacio da coluna cromatografica

Para a recuperagdo da coluna cromatografica, aliquotas contendo 0,5; 1,0; 2,0 e
40mg/L tiocianato foram adicionados a pool/ da amostra de urina. A seguir efetuou-se a
determinagdo de tiocianato nas amostras adicionadas conforme 4.5.2. Os ensaios foram

realizados por varios dias consecutivos, durante todo periodo de analise das amostras.

44.7 Procedimento analitico para determina¢io da creatinina urindria

Para a dosagem de creatinina urinaria foi empregado o KIT-LABTEST®.

4.4.8 Procedimentos de endoscopia digestiva alta

Os exames de esofagogastroduodenoscopia (Endoscopia Digestiva Alta) foram realizados
no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto sob coordenagdo da médica endoscopista
Marileide Carneiro Lotti, pelo método utilizado pelo referido hospital, sendo que apds constatagdo
de ulcera péptica, era realizada a biopsia para posterior analise para identificagdo da presenga da

bactéria Helicobacter pylori.

4.4.9 Avaliacgao estatistica dos resultados
Para os testes estatisticos foi utilizado os Teste ¢ de student e ANOVA para
correlacionar os valores de tiocianato urinarios em portadores de ulcera péptica, sendo

considerado 5% de significancia estatistica.

4.4.10 Parecer de ética
Todos os participantes estavam cientes do desenvolvimento da pesquisa de acordo
com o termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 02) (ANEXO 03), que foi

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (ANEXO 03).
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5RESULTADOS
5.1 LIMITE DE DETECCAQ

O limite de detecgdo do método conforme 4.5.3 apresentou valor de 0,0125mg/L

5.2 CURVA DE CALIBRACAO

A curva de calibragdo do tiocianato urinario elaborado conforme 4.5.4, foi obtida 2
partir das relagdes das absorbancias nas diversas concentragdes das substancias conforme
Tabela IV. A equagdo da reta foi y = 0,03159x + 0,1019 e o coeficiente de correlagio igual a

0,9947.

TABELA IV — Valores das absorvancias de tiocianato nas referidas concentragdes.

Concentragdo de Tiocianato
o n X+ DP
urinario mg/L
0,5 10 0,065 £ 0,02
1,0 10 0,141 = 0,05
2,0 10 0,254 + 0,07
4,0 10 0,430 + 0,06

n = namero de determinagdes realizadas.

5.3 PRECISAO
Os valores da precisdo intra-ensaios nas amostras de urina contendo diversas
concentragdes de tiocianato urinario obtidos conforme 4.5.5, encontram-se descritos nas

Tabelas VI e VII respectivamente.
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TABELA V — Valores da Precisdo intra-ensaios, obtidos a partir da analise das

amostras de urina.

Concentragdo de CV
n X+D.P
Tiocianato mg/L %
0,5 20 0,0574 + 0,005 9,90
1,0 20 0,1018 + 0,009 9.11
2,0 20 0,2854 + 0,039 13,72
4,0 20 0,4850 + 0,106 21,91

n = namero de determinagdes realizadas.

TABELA VI - Valores da Precisdo inter-ensaio, obtidos a partir da analise das

amostras de urina.

Concentragdo de CV
o n XxDP
Tiocianato mg/L %
0,5 20 0,065 = 0,02 38,71
1,0 20 0,141 + 0,05 34,84
2,0 20 0,254 + 0,07 30,57
4.0 20 0,430+ 0,06 16,02

n = numero de determinagdes realizadas.

5.4 Recuperacao
Os valores da recuperagdo da coluna, contendo diversas concentragdes de tiocianato,

obtidos conforme 4.5.6, s3o apresentados na Tabela VII.
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TABELA VII — Valores obtidos na recuperagdo do Tiocianato na coluna.

Concentragio de Tiocianato CV
n % Recuperagao
mg/L %
1,0 6 71,294 + 19,193 26,92
2,0 6 79,313 £ 19,673 2480
4.0 6 81,47 + 14,680 17,93

n = namero de determinagdes realizadas.

TABELA VIII — Resultados da determinagdo de tiocianato em individuos sem ulcera

péptica

Grupo

Menor e maior

n Tiocianate X=0.P TiocianatoUrinario mg/L
Baixa ingestao 20 0.7619+0,4859 0.1810/2.008
Meédia ingestdo 34 0.9258+0.5701 0.3210/2.6170
Elevada ingestao 46 1.2467+0.8236 0.2010/4.8540

n = nimero de determinagdes realizadas.

ANOVA= p>0,05

TABELA IX- Resultados da determinagdo de tiocianato urinario em individuos com

tlcera péptica.

Presenca da Bactéria| n Tiocianato X+D.P Intervalo de concentragdo — mg/L
H.pylori (Positivo)
13 0.4913+0.3841 0,0040/1,0830
H.pylori (Negativo
i = ) 09 0.2463+0.2922 0,0125/0.8870

n = numero de determinagdes realizadas.

Teste “t” = p>0,05
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6. DISCUSSAO

Os alimentos s3o substincias essenciais para o desenvolvimento das fungdes
fisiologicas e bioquimicas do organismo, oferecendo a estes, nutrientes plasticos, energéticos
e biorreguladores para a manutengdo da vida. Porém nem sempre produzem efeitos
benéficos, pois podem conter agentes toxicos e causar efeitos nocivos, imediatos ou tardios,
as populacdes (TAIPINA et al, 2002).

Segundo Midio (2000), os agentes toxicos presentes nos alimentos podem ser
classificados em: naturalmente presentes como os nitratos, nitritos, glicoalcaloides, oxalatos e
os glicosideos cianogénicos; os contaminantes diretos como as micotoxinas, compostos N —
nitrosos, aditivos intencionais e os contaminantes indiretos representados pelos promotores do
crescimento animal, antibiticos, praguicidas entre outros.

Dentre os agentes toxicos naturalmente presentes nos alimentos, ressalta-se os
glicosideos cianogénicos, que se apresentam como fator importante na génese de algumas
doengas em decorréncia do elevado consumo de mandioca (Manihot esculenta Crantz) por
determinadas populagdes (OLUWOLE, 2002).

O conhecimento dos efeitos nocivos do vegetal limita seu emprego na alimentagdo
humana e na nutri¢do animal, pela possibilidade de danos a saude e perdas econdmicas, como
redugdo do peso, aumento da infertilidade e abortos espontaneos em animais de criagao,
dentre outros (KAMALU, 1995).

Pela importancia econémica e nutricional, a mandioca desempenha papel fundamental
na culinaria do amazdnida e a presenga dos glicosideos cianogénicos nestes vegetais merece
uma avalia¢@o criteriosa no estabelecimento da relagdo risco/beneficio oriundo do uso deste

vegetal.
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Estudos demonstraram que 80% dos glicosideos cianogénicos presentes na mandioca
sdo representados pela linamarina, cujos teores médios variam de 15 a 400 ppm nas diversas
partes do vegetal (CEREDA e MATTOS, 1996).

As técnicas de processamento para remogao dos glicosideos cianogénicos da mandioca
se baseiam na dissolu¢io em agua ou na volatilizagdo, envolvendo processos como a
macerac¢do, embebi¢do em agua, fervura, torrefacdo ou fermentagdo das raizes, ou ainda, uma
combinag@o destes (CEREDA e MATTQOS, 1996).

Aparentemente, a maior parte do acido cianidrico ¢ eliminada, contudo € de se esperar
a presenga de residuos destes em concentragdes suficientes para acarretar o aparecimento de
efeitos nocivos em humanos, fato comprovado em diversos relatos da literatura, soma-se a
presenc¢a de pequena quantidade de linamarina que ndo sofreu hidrélise, sendo ingerido com
os alimentos e que pode por agdo de bactérias presentes no trato gastrintestinal liberam o

acido cianidrico (BANEA - MAYAMBU et al, 1997; OLUWOLE, 2002).

A exposi¢do resultante aos residuos dos glicosideos cianogénicos, acido cianidrico €
do tiocianato, podem ser agudos ou cronicos. Na exposi¢do aguda podem acarretar sério risco
a vida dos individuos expostos, enquanto que em baixas concentragdes por longo periodo de
tempo podera acarretar o aparecimento de bdcio, neuropatia periférica (Doenga de Konzo),
diabete pancreatica e afecgdes gastrintestinai (BANEA — MAYAMBU et al, 1997,
OLUWOLE, 2002; SREEJA, 2003).

O bocio se desenvolve em regides com baixo consumo de iodo e elevada ingestdo de
alimentos contendo o tiocianato resultante da biotransformagdo do acido cianidrico que
exacerba a ocorréncia da referida patologia, uma vez que o composto altera o metabolismo da
glandula tireoide, dificultando a retengdo de iodo (MATHANGI et al, 2000).

Estudo realizado por Sreeja (2003) evidenciou que os glicosideos cianogénicos

(linamarina) presentes na mandioca podem acarretar danos as células neurais, os quais foram
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comprovados em estudo in vifro utilizando culturas de células incubadas com diferentes
concentragdes destes compostos as quais apresentaram altera¢des relacionadas ao transporte
de glicose. |

Os glicosideos cianogénicos (linamarina) inibem a enzima NatK+ATPase,
ocasionando desequilibrio eletrolitico na célula, fato exacerbado pelos radicais livres, gerados
pelos ciclos de hipdxia oriundos do acido cianidrico que levam a peroxidagao lipidica e danos
a membrana celular (KAMALU, 1995).

Os efeitos neurodegenerativos resultantes da exposi¢ao prolongada a dieta alimentar a
base de glicosideos cianogénicos, também podem ser atribuidos a bioativagdao do cianeto (CN)
a cianato (OCN-) o qual é conhecido como importante mediador cronico da neurotoxicidade
em humanos e animais (TOR — AGBIDYE et al, 1999).

Merece destaque a relag@o dos niveis de tiocianato com o surgimento de alteragdes no
sistema neuro-motor, conhecida tipicamente na Africa como doenga de Konzo, que esta
associada a manifestagdes clinicas neurologicas como: ambliopia, parestesia nos membros
inferiores e fraqueza muscular (OLUWOLE, 2002).

Estudos demonstraram relagdo entre a diabete pancreatica e o consumo de mandioca,
em decorréncia da ingestdo deficiente de proteinas, criando condigdes para o armazenamento
de cianeto no organismo, conseqiientemente, desenvolve-se um quadro de fibrose pancreatica,
patologia freqiiente principalmente na India, Indonésia e na Africa (MATHANGI et al, 2000;
RANIVONTSOARIVONY et al; 2001).

Estudo realizado por Lewis e Aderoju (1978), entre nigerianos com ulcera duodenais,
objetivando identificar a possivel etiopatogenia desta enfermidade, identificaram a dieta
alimentar, como um dos fatores relevantes na génese desta patologia, devido ao elevado
consumo de preparagdes a base de mandioca pela populagdo daquele pais, considerando

assim, que os componentes deste vegetal contém substancias com potencial ulcerogénico.
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Estudo realizado em Burundi, na Africa, cuja populagdo tem como principal fonte de
alimentagio a mandioca, avaliaram os possiveis efeitos toxicos resultantes do consumo
elevado deste alimento, os resultados deste éstudo indicaram elevada incidéncia de ulcera
péptica principalmente duodenal, com perfuragdes em alguns casos (CLEAVE, 200-?).

Dentre outros fatores ambientais de interesse na génese da ulcera péptica destaca-se a
alteragdo na equagdo “agressdo acida x defesa da mucosa”, particularmente importante pelo
efeito tamponante de alguns alimentos sobre a secre¢do acida do estobmago que atuam como
mecanismo de defesa. Entretanto, certos alimentos, como a batata, batata doce e a mandioca
durante seu processamento acabam reduzindo ou removendo componentes nutricionais que
atuam na neutralizagdo da acidez gastrica (CLEAVE, 200-?).

As proteinas atuam como substdncias neutralizantes da acidez gastrica,
desempenhando um papel de citoprotegido, porém alguns alimentos como a mandioca remove
cerca de 60% da proteina constituinte tornando o alimento com baixo valor nutricional
(CLEAVE, 200-?).

Neste estudo, para a determinagao dos teores de tiocianato foi realizada a padronizagao
do método analitico, onde estabeleceu-se a linearidade, estabilidade do cromogeno, a precisdo
intra e interensaio e o limite de detecg@o, sendo que os resultados obtidos permitiram concluir
que o meétodo demonstrou aplicabilidade na determinagido da concentrag@o do composto nas
amostras de individuos sem exposi¢d@o ocupacional ao cianeto.

O grupo de individuos selecionado para o estudo que ndao apresentavam ulcera
mostrou-se adequados ao objetivo do trabalho, de acordo com informagdes obtidas no
questionario quanto a auséncia de sinais e sintomas associado a patologia gastrintestinal.

A determinag@o do tiocianato neste grupo apresentou valores medios de 0.7619 =
0.4859 mg SCN-/L, 0.9258 = 0.5701 mg SCN-/L e 1.2467 = 0.8236 mg SCN-/L naqueles

com baixa, moderada e elevada ingestdo de glicosideos cianogénicos respectivamente.
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O emprego de teste estatistico paramétrico (ANOVA) para comparagdo dos teores
urinarios médios de tiocianato, nos grupos acima descritos ndo apresentou diferenga
estatistica significativa (p>0,05). |

A comparagdo dos dados obtidos neste estudo, com os de Galvao ef al (1996) que
avaliaram os niveis de tiocianato urinario em criangas de O a 4 anos que utilizavam uma
multimistura contendo mandioca como forma de suplemento alimentar cujos resultados
apresentaram valor médio de 2.723 = 1.723mg SCN-/L de urina em grupos que nao
utilizavam a multimistura, e de 4.827 + 2.902 mg SCN-/L de urina naqueles que a utilizavam
demonstra que os teores de tiocianato urinario obtido neste estudo sdo inferiores, mesmo no
grupo com elevada ingestdo de vegetais contendo glicosideos cianogénicos. Tal fato pode
estar associado as diferencas das condi¢des ambientais, o habito alimentar, as caracteristicas
da populagdo, havendo variagdo de uma regido geografica para outra a exposi¢dao nao
ocupacional (SIQUEIRA et al, 1996).

Por outro lado, apenas 2,17% do grupo com elevada ingestdo de glicosideos
cianogénicos apresentaram valores acima do IBMP (Indice Biologico Méaximo Permitido) que
¢ de 4.0mg/L presente na NR7, sendo que nos grupos com baixa e moderada ingestdo todos
ficaram a baixo dos wvalores estipulados pela legislagdo situando-se proximo aos valores
considerados de referéncia para populagdo sem exposi¢do ocupacional ao cianeto e seus
derivados (CLEAVE, 200-?).

Portanto, os resultados deste estudo demonstraram que os métodos empregados na
culinaria paraense para a remog¢ao do acido cianidrico nas preparagdes de alimentos a base de
mandioca s3o efetivos.

Estudo realizado por Okafor, Okorowkwo e Maduagwu (2002) em individuos que
desempenhavam atividades no processamento de vegetais contendo glicosideos cianogénicos,

apresentaram teores medios de tiocianato urinario de 1.88 =0.31mg/L SCN-/L e de 0.86 =



0.26mg/L SCN-/L, considerando-se a elevada ingestdo de vegetais (mais de 2 vezes ao dia) e
baixa ingestdo destes vegetais (uso ocasional). Tais dados sdo semelhantes aos obtidos neste
estudo, indicando assim, padrdes semelhaﬂtes de exposicdo aos referidos compostos,
independentes do preparo dos alimentos, por fermentagdo, como utilizado na Nigéria, onde o
estudo foi conduzido ou por maceragio e fervura, conforme realizado no Brasil.

Os mesmos autores caracterizaram um aumento de até 10% na atividade enzimatica da
aspartato aminotransferase, enquanto que a alanina aminotransferase, fosfatase alcalina,
proteinas totais e creatinina apresentaram valores na faixa de normalidade para populagdo em
geral.

A bactéria H. pylori é considerada atualmente um agente patogénico e virulento nas
principais doengas cloridropépticas, tendo importante papel na génese da ulcera péptica, esta
coloniza especificamente a mucosa e as microvilosidades gastricas das células epiteliais
(EISING e SILVA, 2002).

Os mecanismos moleculares que intermediam a inflamag¢do e as doengas ulcerativas
em resposta a infeccdo pela bactéria ndo estdo totalmente compreendidos, porém sua
erradicag@o leva a cura da doenga ulcerosa e também a redu¢@o na taxa de recrudescéncia.
Além do H. pylori, outros fatores ambientais (alcool, fumo, dieta, etc.) e genéticos (grupos
sangtiineo, complexo principal de histocompatibilidade, etc.) estio interrelacionados na
etiologia dessa doenga (MAGALHAES, 2000).

Os individuos portadores de ulcera péptica, diagnosticada por endoscopia digestiva
alta (esofagogastroduodenoscopia), com bidpsia positiva para a bactéria H.pylori,
apresentaram teores de tiocianato médios de 0.4913 + 0.3841mg SCN-/L, enquanto que
naqueles com biOpsia negativa para a bactéria foram obtidos teores médios de 0.2463 =

0.2922 mg SCN-/L.
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O emprego de testes estatisticos paramétricos f student comparando com 0s teores
médios de tiocianato em pacientes com ulcera péptica, considerando a presenga de H.pylori,
ndo demonstrou diferenga estatistica significativa (p>0.05), portanto, a ingestdo de
glicosideos cianogénicos ndo interferiu no crescimento da bactéria no trato gastrintestinal.

Nio sio disponiveis dados na literatura que avaliem o crescimento do Helicobacter
pylori na presenga do acido cianidrico e seus derivados.

O emprego de teste estatistico paramétrico, comparando os teores médios de tiocianato
em individuos com ulcera péptica e aqueles sem manifestagdes clinicas de patologia,
apresentou diferenga estatistica significativa apenas no grupo com elevada ingestdo de
glicosideos cianogénicos (p<0,05), sem manifestagdes da patologia, portanto pode-se inferir
que no grupo populacional estudado os glicosideos cianogénicos ndo desempenham efeito
ulcerogénico.

Como milhdes de individuos ingerem em grande escala os produtos derivados da
mandioca que também desempenha importante papel econdmico nestas populagdes,
investigagdes detalhadas devem ser conduzidas a fim de estimar o risco real desta forma de

exposi¢do humana sobre outros sistemas do organismo.




33

7. CONCLUSAO

Os métodos empregados na culinaria paraense para remogdo do acido

cianidrico dos alimentos a base de mandioca sdo efetivos.

Os teores médios de tiocianato urinario foram semelhantes em individuos com
Ulcera péptica na presenga e na auséncia da bactéria Helicobacter pylori,
portanto o crescimento desta bactéria ndo estava associada a ingestdo de
glicosideos cianogénicos.

No grupo populacional estudado os glicosideos cianogénicos ndo apresentaram

efeito ulcerogénico.
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ANEXO 01

QUESTIONARIO

() Individuos fumantes;

() Individuos com exposi¢ao ocupacional ao cianeto;

() Individuos com patologia no trato gastrintestinal;

() Individuos com elevada ingestdo de glicosideos cianogénicos.
1) Nome:

2) Idade: Sexo: (M) (F)

3) Habitos alimentares: (Indicar a freqiiéncia a ingestao e glicosideos cianogénicos).

66

4)Freqiiéncia quanto a exposi¢do ao cianeto:

5) Faz uso de medicamentos ou drogas de abuso? (Sim) (Nizo)

6) Patologias presentes? (Sim) (NZo)

Observagdes:

Assinatura
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ANEXO 02

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TIOCIANATO URINARIO EM PORTADORES DE ULCERA PEPTICA

Os habitos alimentares da populagdo paraense envolvem elevada ingestio de
derivados da mandioca, como: farinha de mandioca, tucupi, manigoba, tapioca etc.

A mandioca apresenta em sua composi¢do substdncias nocivas que sdao removidas
através de processos como a fervura e a fermentagdo. Porém, a mesma é feita em intervalo de
tempo varidvel, e através da fervura inadequada podera ocorrer uma remogdo incompleta,
ficando pequena quantidade das mesmas originais que através do consumo, poderdo levar ao
aparecimento de patologias no organismo. :

A pesquisa apresenta o objetivo de avaliar os valores de referéncia dessas substancias
no organismo de pessoas que apresentam ou ndo habito alimentar rico na ingestdio de
derivados da mandioca, que trabalham no processamento desses alimentos, que apresentam
alguma patologia e que tenham alguma relagdo entre o elevado consumo ou estiveram
expostas devido ao processamento da mesma.

As pessoas que participardo da pesquisa, cederdo aproximadamente 80 mL de urina
para que possa ser feita a analise, a fim de determinar os valores de referéncia das substancias
(linamarina e tiocianato) presentes na urina.

No momento da coleta do material (urina) e no decorrer da pesquisa,o sujeito estara
isento de qualquer risco a saude, porém, se eventualmente ocorrer algum dano, provocado
comprovadamente pela pesquisa, entrara em contato com Nucleo de Medicina Tropical,
enderego: Av. Generalissimo Deodoro n® 92, sendo que o sujeito da pesquisa sera atendido
pela Dra. Maria da Conceig¢ao Nascimento Pinheiro.

Os resultados apresentados serdo ocultados no que se refere a sua participagdo, o
pesquisador, ou seja, ndo havera necessidade de citar nomes, enderegos e outras informagdes
prestadas pelo pesquisado.

Assinatura do Pesquisador
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ANEXO 03

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO:

Declaro que li as informagdes sobre a pesquisa intitulada de Tiocianato Urinario em
Portadores de Ulcera Péptica e que me sinto perfeitamente esclarecido sobre o contetdo da
mesma, assim como seus riscos e beneficios. Declaro ainda que, por minha livre vontade,

aceito participar da pesquisa cooperando com a coleta de material para exame.

Belém, / /

Assinatura do Responsavel pela pesquisa

Assinatura do Paciente
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- . ANEXO 04

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
i . NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL
COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMARNC S

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SER=S HUMANOS

Protocolo: N.° 024/2000
Data de Entrada: 29/12/2000
Data do Parecer do Relator: 03/03/2001

oot

Projeto de Pesquisa: Valores de Referéncia da Linamarina e dc Tiocianato em
Populagdes com Elevada Ingestao de Glicosideos Ciar agénicos

Pesquisador Responsavel: Flavia Garcez da Silva

6. Instituicao / Unidage: UFPA / Departamento de Farmacia

PARECER &

Apés andlise do projeto em questdo, identificamos proposta viavzl, adequada aos
principios éticos, atendendo as normas da resolugéo 196/96.

Belém, 14 c= .‘aneiro de 2002

Profa. Maria da Conceigiio Nascimento Pinheiro

Coordenadora do CEP/NMT/UFPa.







