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Resumo

O Indice Glicémico (IG) expressa o impacto relativo do carboidrato do alimento na
concentracdo da glicose plasmaética, refletindo o fato de que alimentos com maior aumento de
resposta glicémica apds sua ingestdo apresentam maior 1G e vice versa. O conhecimento do
IG de alimentos pode orientar a escolha de alimentos mais apropriados para composicdo da
dieta saudavel. Porém, estudos para determinagdo de indice glicémico de alimentos séo
trabalhosos e demorados, uma vez que sdo realizados com participacdo de voluntarios
humanos. O interesse por métodos in vitro que possam estimar este indice vem sendo
crescente. Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo discutir a aplicacdo destas
metodologias in vitro na estimativa do “indice glicémico”, através de uma breve revisdo
narrativa e o teste de ensaios escolhidos para ilustrar a reflexdo sobre o tema. Os dois métodos

aqui testados foram capazes de apresentar resposta frente a amostra de amido e a observacao
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das citagdes sobre a metodologia permite levantar questbes como: a utilizacdo de
metodologias in vitro apresenta-se como algo promissor, de fécil e répida execucdo, mas ha
necessidade da adocdo de uma Unica metodologia in vitro de escolha, a ser equiparada a in
vivo, que permita comparacao entre dados gerados e a formacdo de um banco de dados de
valores de IG in vitro.

Palavras-chave: Glicose; Amido; Glicemia; Carboidratos.

Abstract

The Glycemic Index (GI) expresses the relative impact of the food's carbohydrate on the
plasma glucose concentration, reflecting the fact that foods with a greater increase in the
glycemic response after ingestion have a higher Gl and vice versa. Knowledge of the Gl of
foods can guide the choice of the most appropriate foods for the composition of a healthy diet.
However, studies to determine the glycemic index of foods are laborious and time consuming,
since they are carried out with the participation of human volunteers. The interest in in vitro
methods that can estimate this index has been growing. In this sense, the present study aimed
to discuss the application of these in vitro methodologies in the estimation of the “glycemic
index”, through a brief narrative review and the test of tests chosen to illustrate the reflection
on the theme. The two methods tested here were able to respond to the starch sample and
observing the quotes about the methodology allows raising questions such as: the use of in
vitro methodologies presents itself as something promising, easy and quick to execute, but
there is a need the adoption of a single in vitro methodology of choice, to be equated with in
vivo, which allows comparison between generated data and the formation of a database of in
vitro Gl values.
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Resumen

El indice Glucémico (IG) expresa el impacto relativo de los carbohidratos del alimento sobre
la concentracion de glucosa plasmatica, reflejando el hecho de que los alimentos con un
mayor aumento de la respuesta glucémica tras la ingestion tienen un IG mas elevado y
viceversa. EI conocimiento del IG de los alimentos puede orientar la eleccién de los alimentos
mas adecuados para la composicién de una dieta saludable. Sin embargo, los estudios para
determinar el indice glucémico de los alimentos son laboriosos y requieren mucho tiempo, ya
gue se realizan con la participacion de voluntarios humanos. El interés por los métodos in

vitro que pueden estimar este indice ha aumentado. En este sentido, el presente estudio tuvo
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como objetivo discutir la aplicacién de estas metodologias in vitro en la estimacion del
“indice glucémico”, a través de una breve revision narrativa y la prueba de protocolos
elegidos para ilustrar la reflexion sobre el tema. Los dos métodos probados aqui fueron
capaces de responder a la muestra de almidon y la observacion de las citas sobre la
metodologia permite plantear ideas como: el uso de metodologias in vitro se presenta como
algo prometedor, facil y répido de ejecutar, pero existe una necesidad. La adopcion de una
unica metodologia in vitro de eleccion, equiparable a la in vivo, que permite la comparacion
entre los datos generados y la formacion de una base de datos de valores de 1G in vitro.

Palabras clave: Glucosa; Almidon; Glucosa en sangre; Carbohidratos.

1. Introducéo

A determinacdo e o conhecimento do indice glicémico (IG) de um alimento sdo de
grande relevancia em diversos ambitos, a exemplo de sua aplicabilidade no manejo do
diabetes mellitus. Usualmente utilizam-se metodologias in vivo para essa determinacao, as
quais sdo complexas e dispendiosas (Bohn et al., 2018). Em alternativa aos estudos in vivo,
apresentam-se os estudos in vitro, cujo intuito é simular as condi¢des fisiologicas a fim de que
se obtenham resultados que representem o potencial 1G em humanos. Anélises in vitro que
possam substituir métodos in vivo sdo interessantes, devido a sua maior praticidade de
execucao, menor custo e também por questdes éticas que possam incluir a participacdo de
seres humanos e animais em pesquisas cientificas (Bohn et al., 2018). O estabelecimento de
uma metodologia in vitro que possa ser utilizada para a determinacdo de indice glicémico de
alimentos vai ao encontro deste contexto e poderia acelerar o desenvolvimento de tabelas de
informacdes disponiveis sobre os diferentes alimentos.

Neste estudo discutem-se metodologias citadas na literatura cientifica ao longo do
tempo para realizacdo da determinagcdo de indice glicémico in vitro, abordando-se suas
questBes metodoldgicas e comparativas aos métodos in vivo, abrindo-se assim uma discussao
sobre a viabilidade de se adotar métodos in vitro como alternativa ou mesmo como

substituicdo as metodologias in vivo.

1.1. Indice Glicémico dos alimentos

A manutencdo de concentracdes plasmaticas de glicose em niveis mais proximos da

normalidade pode contribuir para prevencdo ou retardo do surgimento de distarbios
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metabdlicos, como o diabetes mellitus, além de ser associado a reducéo de risco para doencas
cronicas cardiovasculares, seja para individuos diabéticos ou ndo (Hon et al., 2020, Spieth et
al., 2000; Brand-Miller & Foster-Powell, 1999). Essa glicemia pds-prandial é modulada por
diferentes fatores, mas dentre 0s mais importantes esta a velocidade e quantidade total de
moléculas de glicose liberadas para a corrente sanguinea apos ingestdo do alimento (Jenkins
et al., 1987; Wong, Traianedes & O’Dea, 1985). Uma vez que a digestdo ¢ um processo
dindmico, a taxa de absorcdo destes carboidratos esta intimamente ligada a velocidade de
liberacdo de moléculas de mono ou dissacarideos da matriz do alimento, seja por acdo de
solubilizacdo ou processos enzimaticos constituintes da digestéo.

Além disso, outras caracteristicas da propria matriz do alimento podem ser
consideradas interferentes na velocidade com que carboidratos serdo digeridos e absorvidos,
como a presenca de fibras, lipidios e outros tipos de nutrientes que possam interagir com esse
amido, ou diversos outros fatores podem afetar o indice glicémico dos alimentos. Dentre eles
destacam-se fatores fisiologicos que alterem a digestdo, absor¢do e motilidade intestinal e os
fatores inerentes ao alimento, como, por exemplo, o0 processo de maturacao de frutas ou efeito
de processamentos térmicos (Pi-Sunyer, 2002; Sartorelli & Cardoso, 2006; Sheard et al.,
2004).

Dois termos principais foram estabelecidos e indicam a resposta do organismo
humano a concentragdo de carboidratos ingerida através do alimento: o “Indice Glicémico”
(IG) e “Carga Glicémica” (CG) (WHO,1998; Jenkins et al., 1981; Wolever et al., 1991), cujas
adogdes tornam possivel a classificacdo dos alimentos em relacdo ao seu potencial
glicemiante.

A definicdo de indice glicémico é dada pelo aumento progressivo da area gerada pela
curva de concentracdo de glicose sanguinea em resposta a um alimento, comparada a mesma
area gerada pelo alimento padrdo alimento-controle de resposta conhecida, como solucéo de
glicose ou péo branco (Zhang et al., 2020, Jenkins et al., 1981).

Quando se adota a glicose como padrdo para comparagdo, o IG € determinado de
acordo com as seguintes classifica¢des: “baixo” quando abaixo de 55, “moderando” quando
entre 56 ¢ 69 e “alto” quando maior que 70. Dessa forma assume-Se que para valores
considerados baixos estes alimentos efetivam uma elevacdo glicémica poés-prandial de
maneira lenta. Em contrapartida, aqueles com valores classificados como altos elevam-na
rapidamente (WHO, 1998; Brand-Miller et al., 1999).

Ha controvérsias quanto a aplicabilidade do indice glicémico (Sartorelli & Cardoso,

2006). O parametro tem utilidade validada na Australia, Canada e Europa, mas a American
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Diabetes Association (ADA) sugere que a comprovacdo de sua utilidade clinica ainda requer
mais estudos (Sheard et al., 2004). Pesquisadores afirmam sua inaplicabilidade quando se
trata de populacBGes devido as inumeras variaveis que interferem em sua reprodutibilidade
(Beebe, 1999; Franz, 1999; Laville, 2004). Sob a oOtica dessa discussdo a ADA enfatiza a
importancia quantitativa e qualitativa do carboidrato no impacto glicémico gerado, colocando
a quantidade como fator primordial de controle. O posicionamento da ADA quanto a
impossibilidade do uso do indice glicémico como instrumento principal de controle da
glicemia é reafirmado a partir de pontos pautados por ela: o indice glicémico ndo considera a
resposta glicémica como uma agao conjunta do total de carboidratos ingeridos, enfatizando
somente valores de consumo individual de cada carboidrato, devido a metodologia atualmente
aplicada; as tabelas internacionais ignoram respostas geradas a partir do consumo conjunto
dos alimentos, prevendo apenas valores correspondentes ao consumo isolado; a precisdo da
resposta glicémica considerada pelo IG contempla melhor individuos sadios do que o0s
diabéticos (Sheard et al., 2004).

Além destes argumentos, ao considerar a area da curva este indice ndo considera o
“formato” desta curva. Um mesmo resultado de é4rea total poderia ser obtido com uma curva
suave ao longo das duas horas de ensaio e uma curva na forma de “pico”, com liberacdo de
toda glicose logo nos primeiros momentos da medida. E na prética, esta Gltima forma de
liberacdo poderia impactar de maneira diferente no metabolismo humano. Outra abordagem €
gue esta medida sempre considera uma mesma quantidade de carboidratos de partida, ou seja,
geralmente se utiliza de 50g de carboidratos do determinado alimentos, sem considerar a
glicemia por quantidade de alimento, e ndo de carboidrato.

A elucidacdo do conceito carga glicémica é referente tanto a qualidade quanto a
quantidade do carboidrato consumido no total do alimento, possibilitando uma quantificacdo
do efeito total na glicose plasmatica. Seu valor deriva de um produto do indice glicémico de
um alimento pelo seu carboidrato disponivel (Silva et al., 2009). Em ocasides em que a
glicose é tomada como produto padrdo de referéncia classifica-se de acordo com 0s seguintes
valores: baixos quando menor ou igual a 10, moderada quando entre 11 e 19, e alta quando
maior ou igual a 20. A carga glicémica total da dieta é obtida a partir da soma da CG de cada
alimento.

Nos dias atuais, o indice glicémico € mais frequentemente utilizado e disponibilizado do
que o valor da “carga glicémica”. Ao se realizar uma pesquisa utilizando o descritor

“glycemic load” na base de dados “PubMed”, a consulta retornou 1028 resultados, contra
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4.382 para “’glycemic index” na data de 17 de setembro de 2020,, incluindo-se as aspas na
expressao pesquisada.

1.2. Metodologias para determinacao de indice glicémico dos alimentos

O conceito de “indice glicémico dos alimentos”, do inglés “glycemic index of foods”
foi introduzido por Jenkins et al. (1981), em um estudo com o objetivo de determinar o efeito
do consumo de diferentes alimentos na glicemia. Neste estudo foram coletadas amostras de
sangue de voluntéarios saudaveis em jejum, os niveis de glicose foram medidos ao longo de 2
horas e expressos como uma porcentagem da area sob a curva de resposta a glicose, quando a
mesma quantidade de carboidrato foi tomada. O indice glicémico de um alimento atualmente
é convencionalmente determinado a partir da curva gerada pela resposta glicémica de um
alimento obtida a partir da amostra de no minimo seis individuos saudaveis, a fim de que se
minimize as interferéncias de variagdes individuais. A glicose sanguinea é medida ap6s jejum
de 10 a 12 horas e posterior consumo de 509 de carboidrato do alimento teste e do padrdo em
solucdo. A mensuracdo da glicemia deve ser realizada a cada 15 minutos em um intervalo de
120 minutos (WHO, 1998; Jenkins et al., 1981; Wolever et al., 1991).

A representacdo do célculo do indice glicémico é dada pela equacdo: IG = area sob a
curva do alimento teste/area sob a curva do produto padrdo X 100. Considera-se somente a
elevacdo glicémica sobressalente ao valor determinado para glicose de jejum (WHO, 1998).

Este conhecimento sobre o indice glicémico é importante devido a relacdo entre
concentracgdes elevadas de glicose no sangue e o0 aumento do risco de diabetes tipo I, doenga
coronariana, doenca da vesicula biliar e cancer colorretal, de mama e de endométrio, como
encontrado em revisdes de literatura e estudos de meta-analise (Barclay et al., 2008; Sieri et
al., 2017).

As concentragdes de glicose no sangue sdo mensuradas em humanos através da coleta
de uma amostra de sangue apos a ingestdo de alimentos contendo carboidratos. O Comité de
Definicdo de Carboidratos Glicémicos da (American Association for Clinical Chemistry)
(AACC) expressou sua preocupacdo com a consideravel variabilidade intra e interindividual
dessa medida in vivo (Jones, 2007; Jenkins et al., 1981; Brouns et al., 2005; Williams et al.,
2008).

Porém, a realizacdo de ensaios in vivo apresentam dificuldades, dado que sdo
trabalhosos, onerosos, invasivos e demandam um notdvel periodo de experimentacgdo.

Portanto, ao longo das Ultimas decadas foram propostos ensaios in vitro em alternativa a
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metodologia in vivo para estimar a resposta glicémica dos alimentos (Capriles et al., 2009),
apresentando-se com metodologias cujo intuito é simular as condigdes fisiologicas a fim de
que se obtenham resultados que representem o potencial IG em humanos. Métodos in vitro de
analises que possam substituir métodos in vivo sdo interessantes, devido a sua maior
praticidade de execucdo, menor custo e também por questBes éticas que possam incluir a
participacdo de seres humanos e animais em pesquisas cientificas. O estabelecimento de uma
metodologia in vitro que possa ser utilizada para a determinacdo de indice glicémico de
alimentos vai ao encontro dessas questdes e poderia acelerar o desenvolvimento de tabelas de
informacdes disponiveis sobre os diferentes alimentos.

Neste estudo discutem-se metodologias citadas na literatura cientifica ao longo do
tempo para realizacdo da determinacdo de indice glicémico in vitro, discutindo-se suas
questdes metodoldgicas e comparativas aos métodos in vivo, abrindo-se uma discussdo sobre
a viabilidade de se adotar métodos in vitro como alternativa ou mesmo como substituicdo as

metodologias in vivo.

1.2.1. Indice Glicémico de alimentos in vitro

Embora a expressdo “indice glicémico dos alimentos” tenha sido proposta em 1981
(Jenkins et al., 1981) e ja possa ser encontrada na literatura cientifica (“glycemic index of
food”) desde entdo, apenas em 1986 o termo “indice glicémico in vitro” comega a figurar na
literatura cientifica (com a expressao em inglés “in vitro glycemic index”). A Figura 1 ilustra
essa evolucdo do numero de citagdes em que os termos referentes ao indice glicémico se
apresentam na literatura cientifica desde o ano de 1952, quando a base de dados “PubMed”

retornou pela primeira vez uma referéncia ao termo “glycemic index”.
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Figura 1. Numero de resultados recuperados da pesquisa pelos termos por ano. Foi utilizada a

base de dados “PubMed” (disponivel em: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) em consulta

realizada em 10 de agosto de2020).
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Fonte: Construgdo dos autores (2020).

E possivel verificar-se um aumento gradual no nimero de publicages em que os termos
“glycemic index”, “glycemic index of food” e “in vitro glycemic index” sdo citados, ao longo
dos anos. Mas, os trabalhos que citam o indice glicémico in vitro encontram-se em minoria
(Figura 1). Em 1986 houve a recuperagdo de um documento apresentando o descritor “in vitro
glycemic index”, porém pode ser observado que a expressdo utilizada apresenta baixas
citagdes, sendo que entre os anos de 2017 e 2019 ndo obtiveram resultados referentes a
pesquisa, e em 2020, até a data de 17 de setembro de 2020,17-09-2020 apenas dois resultados
foram obtidos. Estas sdo citacfes na referida base de dados, entretanto, quando a pesquisa foi
realizada no “google académico”, um total de 121 citagdes com a mesma expressao obtiveram
resultados, indicando a necessidade de mais discussdes e abordagens metodoldgicas sobre o
tema.

Por outro lado, embora estes resultados de retorno de citagdes da expressdo “in vitro
glycemic index” possam ser baixos, ¢ importante destacar que as pesquisas incluiram apenas
os resultados para as expressdes exatas, mas justamente o que se observa na literatura é uma
grande quantidade de trabalhos que apresentam dados de “digestibilidade in vitro dos
carboidratos” e que pouco se distinguem em metodologia daquelas apontadas como
determinacfes do indice glicémico in vitro ou mesmo o uso do descritor “indice glicémico”
(glycemic index) e ao se conferir a metodologia utilizada havia citacdo de etapa de digest&o in
vitro. E importante ressaltar que ja no final da década de 1940 e inicio da década de 1950 ha
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citagdes de estudos que ndo utilizaram especificamente estes descritores , mas j& esbogcam as
primeiras citacOes claras sobre o tema, como o trabalho de Lowry & Thiessen (1950), que
trazem ensaios in vitro sobre a digestdo de carboidratos na presenca de proteinas.

Muitos dos estudos focam na resposta do amido frente a digestdo humana. O amido é
um dos carboidratos mais quantitativamente importantes na dieta humana e sua digestao,
entendida como sua taxa potencial de hidrélise e absorcdo, vai influenciar diretamente nas
concentracdes de glicose plasmatica advindas da alimentacdo. O amido pode ser classificado
como “rapidamente digerivel”, “lentamente digerivel” e ‘“resistente”, a depender
principalmente de sua composicdo (proporcdo entre amilose e amilopectina) e
“compactagdo”/’estruturacao” dos granulos de amido (Jenkins et al., 1987; Wong et al.,
1985). Desta forma, o que se percebe a principio € uma grande confusdo de termos. Seria
necessario que se padronizasse o que se chama de digestao e de IG.

Na Tabela 1 encontram-se destacados alguns dos principais estudos referentes ao tema e
que abordam o indice in vitro, a partir do principal estudo divulgado por Jenkins e seus

colaboradores em 1981.

Tabela 1. Breve historico sobre indice glicémico em sua primeira década de citacbes e
introdugdo das metodologias in vitro.

1981 O termo “indice glicémico” dos alimentos é proposto por David J. A. Jenkins, Thomas
M. S. Wolever, Rodney H. Taylor, Helen Barker, Hashmein Fielden, Allen C. Bowling,
Hillary C. Newman, Alexandra L. Jenkins e David V. Goff, em 1981.

1982 Jenkins et al. (1982), realizam o estudo pioneiro através do qual possibilitou-se
estabelecer a relacdo entre a taxa de digestdo dos alimentos e a glicemia p6s-prandial,
através da relacdo significativa entre aclcares e oligossacarideos liberados em ensaio in
vitro e a area sob a curva de glicose no sangue. A partir dai introduz-se ensaios in vitro
com a sugestdo de que estes poderiam ajudar a identificar alimentos de uso para pacientes
diabéticos e, ao mesmo tempo, ampliar a discussdo acerca dos fatores que afetam a
glicemia pds-prandial. Sendo estabelecido como um referencial para estudos

subsequentes ao longo dos anos.

1983 Yoon et al. (1983) pesquisaram sobre o efeito do acido fitico na digestibilidade do amido,
no qual foi realizado um estudo in vitro e correlacionado a resposta da glicose no sangue
(indice glicémico) em voluntarios saudaveis. A digestdo in vitro foi proposta com

utilizacdo de saliva humana, em pH e temperatura fisiolégicos.
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1985 Brand et al. (1985) realizaram um estudo a fim de comparar a digestibilidade in vitro do
amido e a resposta pos-prandial da glicose no sangue de alimentos cozidos
convencionalmente versus alimentos industrializados. Utilizou-se saliva humana e
pancreatina suina no ensaio in vitro, que também foi realizado em temperatura fisioldgica
(37°C). Quando correlacionados com os resultados do consumo dos mesmos alimentos
em voluntarios saudaveis, os alimentos processados produziram um indice glicémico

mais alto.

1986 Jenkins et al. (1986) caracterizaram as diferengas na resposta glicémica produzida a partir
da consideracdo de fatores nela interferentes, como, por exemplo, natureza do amido e
quantidade disponivel no alimento, processamento, contetdo de fibras, presenca de
antinutrientes. A partir dessa abordagem os alimentos passaram a ser classificados de
acordo com seu indice glicémico. Sugere-se também a partir dessa discussdo a
possibilidade da manipulacdo das dietas a fim de alcancar-se objetivos metabolicos
especificos como, por exemplo, a utilizacdo de alimentos com baixo indice glicémico no
tratamento de diabetes e hiperlipidemia. No entanto os autores sugerem cautela quanto a
utilizacdo dos resultados obtidos admitindo a necessidade de estudos complementares
abrangendo demais fatores que possam interferir nessa resposta.

1987 Ross et al. (1987) utilizaram um método modificado de Jenkins et al. (1981) para
verificar a digestibilidade in vitro do amido, no qual o trigo foi cozido e moido em um
pildo para simular a mastigagéo, foi utilizado tampéo fosfato (pH 6,9), saliva humana e
pancreatina suina. As diferencas nas respostas glicémicas e insulinicas aos produtos de

trigo podem ser explicadas devido processamento e o grau de gelatinizagéo alcangado.

1988 Heaton et al. (1988) pesquisaram sobre a influéncia do tamanho da particula das farinhas
de trigo, milho e aveia e seus efeitos sobre as respostas plasmaticas de glicose e insulina e
sobre a taxa de digestdo in vitro de amido. A hidrélise do amido in vitro pela amilase
pancredtica foi mais rapida com a diminui¢do do tamanho das particulas dos trés cereais,

porém, sua correlagdo com os dados in vivo foi inconclusiva.

1989 Bornet et al. (1989) correlacionaram respostas da insulina e glicemia em humanos sadios
a amidos processados de diferentes formas, com a hidrolise da a-amilase in vitro no qual
as amostras foram testadas cruas, em forma de géis e cozidas. Como resultado,
encontrou-se que ao serem submetidas ao cozimento as amostras aumentaram as
respostas plasmaticas, demonstrando que o processamento altera a acdo enzimatica sobre

0 amido.
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1990 Brand et al. (1990) Avaliam respostas plasmaticas de glicose e insulina em refei¢bes
indianas, sustentando a hipOtese de que a digestdo lenta e absorcdo dos amidos
tradicionais pode ser um fator protetor aos individuos propensos ao desenvolvimento do

diabetes.

Fonte: Construcéo dos autores (2020).

A partir desta perspectiva dos fatos apontados na Tabela 1, as simulagfes in vitro de
processos de digestdio vem sendo cada vez mais utilizadas para estudar sobre o
comportamento gastrointestinal de alimentos e produtos farmacéuticos. Apesar dos estudos
em humanos ainda serem considerados como "padrdo ouro" para abordar questfes
relacionadas com a dieta, 0os métodos in vitro tém a vantagem de serem mais rapidos, menos
dispendiosos, menos trabalhosos e ndo tém restricdes éticas. Eles permitem ainda que um
nimero relativamente grande de amostras sejam mensuradas em paralelo. A
reprodutibilidade, escolha de condic¢des controladas e amostragem fécil tornam os modelos in
vitro muito adequados para estudos e construcdo de hipdteses (Minekus et al., 2014).

Métodos que simulam a digestdo geralmente incluem a fase oral, gastrica, pequenas
fases intestinais, e ocasionalmente consideram a fermentacéo intestinal. Esses métodos tentam
mimetizar as condicfes fisioldgicas in vivo, considerando a presenca de enzimas e suas
respectivas concentracoes, pH, tempo de digestdo e concentragédo de sais, entre outros fatores
(Minekus et al., 2014).

Uma vez que grande parte da resposta glicémica é relativa ao potencial de hidrolise dos
carboidratos por amilases digestivas, métodos in vitro que relacionem a cinética de hidrélise
com a potencial liberagdo de glicose podem ser propostos, com grande possibilidade de
alcancarem respostas bastante significativas e correlacionadas com o dado gerado in vivo. Na
literatura inGmeros protocolos e propostas de estimativas podem ser encontrados, sendo
necessario que se faca uma avaliacdo sobre suas reais aplicacGes para expressarem esta
informagdo (Simsek & Nehir, 2015; Chung et al., 2008; Frei et al., 2003).

Muitos trabalhos apresentam sob a denominagdo de “indice glicémico in vitro” a
expressao do grau de hidrdlise de amido do alimento, apenas entendida como o computo do
namero de ligacOes glicosidicas rompidas, mas ndo trazem o computo da efetiva liberagdo de
glicose como medida principal. Outros apresentam resultados que ja incluem o computo de
glicose liberada, mas a cinética de liberacdo ndo leva em consideragdo o tempo relativo para
essa potencial resposta em situacdo pos-prandial (Simsek & Nehir, 2015; Chung et al., 2008;
Frei et al., 2003).
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A determinacdo do indice glicémico in vitro se baseia principalmente na detec¢do de
glicose liberada (Arnhold et al., 2016) ou em ligacdes glicosidicas rompidas (Borges et al.,
1987) a partir da aplicacdo de uma amilase ou sequéncia de amilases sobre a amostra
contendo o carboidrato.

Carboidratos que possuem seu grupo carbonilico livre sdo denominados acucares
redutores e possuem a capacidade de se oxidar em solucdo alcalina diante de agentes
oxidantes. Tal oxidacdo sO ocorre se 0 monossacarideo em questdo se apresentar em sua
forma linear, equilibrado com sua estrutura ciclica. Desta forma, o carbono carbonilico, que
possui denominacdo de anomérico quando estd em estrutura ciclica é oxidado a um grupo
carboxilico. Em contrapartida, os carboidratos dos quais 0os carbonos anoméricos estdo
relacionados a ligagbes glicosidicas, incapazes de se estruturarem em sua forma linear e,
consequentemente, de sofrerem oxidacdo em solucdo alcalina, denominam-se agucares ndo
redutores, sendo a sacarose um exemplo (Silva et al., 2009; Nelson & Cox, 2014).

Os teores de acucares redutores e agUcares redutores totais podem ser mensurados
através de inimeros métodos quimicos ndo seletivos, fornecendo resultados com consideravel
grau de confiabilidade quando realizados corretamente, posteriormente a eliminacdo de
interferentes (Borges et al., 1987).

Para se realizar a analise de agUcares redutores, 0s métodos quimicos mais conhecidos
sdo fundamentados na reducdo de ions cobre em solucdes alcalinas, porém também existem
métodos com outros principios, com finalidade de obtencdo de compostos finais com
coloracdo mensuravel na regido do Visivel (Dubois et al., 1956; Lane et al., 1934; Miller,
1959).

Inicialmente o método do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) foi aplicado para estimar
acucares no sangue e na urina (Gongalves et al., 2010; Teixeira et al., 2012). Em seguida, o
ensaio foi aperfeicoado por Miller (1959), de forma que seu protocolo foi 0 mais amplamente
utilizado por muitos anos, com diversas finalidades, sendo também o mais citado na literatura.
O écido 3,5-dinitrosalicilico (agente oxidante presente no reativo DNS) reage com o carbono
carbonilico de agucares redutores, em condigdes alcalinas, sendo reduzido a acido 3-amino-5-
nitrosalicilico, um composto corado que possui absor¢do maxima de luz a 540 nm (Gongalves
et al., 2010; Negrulescu et al., 2012). Foi primeiramente desenvolvido com a finalidade de
determinar acucares redutores na urina de individuos e diabéticos. O ensaio baseia-se na
capacidade do acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) ser reduzido pela glicose a um composto

anélogo (acido 3-amino-5-nitrosalicilico) de coloragdo caracteristica. A relacdo direta entre a
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colorimetria gerada e a quantidade de acucares redutores presente é possivel devido a forte
absorcdo da luz por esse composto aromético (Gongalves et al., 2010).

A desvantagem neste caso é que uma molécula de glicose, uma molécula de maltose ou
um fragmento de amido contendo, por exemplo, 10 unidades de glicose ainda ligadas por suas
ligacBes glicosidicas, podem oferecer a mesma resposta por conterem igualmente um terminal
redutor livre. Mas, uma vez que cada ligacdo glicosidica rompida libera um terminal redutor
livre, a leitura deste ensaio pode fornecer um parametro de eficiéncia de hidrdlise de
carboidratos frente a uma amilase ou sequéncia de amilases de escolha.

Por outro lado é possivel utilizar-se o dado do numero de moléculas de glicose
especificamente. Diferentes metodologias podem ser utilizadas como ensaios com uso de
cromatografia liquida de alta eficiéncia ou uso de “kits enzimaticos” de determinagdo de
glicose por técnicas espectrofotométricas (BIOCLIN, 2018).

Uma vez que as técnicas de simulagdo das “digestdes” de carboidratos sdo variadas e
diferentes protocolos sdo citados com o objetivo de se estimar o IG in vitro, este trabalho
pretende colaborar com a discussdo sobre a viabilidade de se adotar uma metodologia de
referéncia para determinacédo in vitro deste indice, fazendo uma reflexdo sobre o tema com
base na aplicacdo de dois protocolos selecionados ap6s o levantamento sobre estes métodos
na literatura a partir de 1986, ano considerado como o pioneiro desta técnica.

2. Metodologias

2.1. Material

Foi utilizada amostra de amido de milho puro, comercialmente obtido.

2.2. Determinacgdo da umidade das amostras

Para estimativa mais exata do total de carboidratos presente na amostra, o teor de
umidade da amostra de amido foi determinado em estufa com circulacéo de ar, a 105°C, até
peso constante. O peso em massa seca foi utilizado para os calculos.

2.3. Determinacao de indice glicémico in vitro - Ensaio 1

Foi reproduzida a metodologia proposta por Gofii, Garcia-Alonso & Saura-Calixto
(1997), cujas principais etapas estdo representadas na Figura 2, utilizando-se o amido de
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milho como amostra teste. Brevemente: a 50 mg de amostra foram acrescentados 10 mL de
tampéo HCI-KCI pH = 1,5 e 0,2 mL de solucgéo pepsina (1 g/10 mL de tampédo HCI-KCI). A
amostra foi incubada a 40°C/60 min em banho-maria com agitacdo constante, nesta fase
identificada como “fase gastrica”. Apos este tempo foi adicionado Tampao Tris-Maleato pH =
6,9 até volume final de 25 mL. A “fase intestinal I foi iniciada pela adi¢do de 5,0 mL de
solugdo de a-amilase (2,6 Ul/5 mL de tampéo Tris-Maleato), e entdo a amostra foi novamente
incubada a 37°C em banho-maria, sob agitacdo constante, por 90 minutos adicionais. Apos
esta nova incubacéo a fase intestinal | foi interrompida pela incubacdo da amostra em banho-
maria sob fervura e agitacdo intensa por 5 minutos. Apoés refrigeracdo, para 1 mL de
hidrolisado foram acrescentados 3,0 mL de tampéo fosfato 0,4 mol/litro, pH 4,75, e entdo
iniciou-se a “fase intestinal II” com a adi¢ao de 60 ul de amiloglucosidase e esta a mistura foi
mantida em 60°C por 45 min, em banho sob agitacdo. A reacdo foi interrompida pela fervura
das amostras por 5 min e imediato resfriamento em banho de gelo. Este hidrolisado teve seu
volume ajustado para 100 mL e foi considerado para as determinacgdes de grau de hidrolise do
amido, como descrito a seguir no item 2.5. O percentual de hidrdlise (%H) calculado
conforme descrito em 2.5, foi utilizado para a estimativa do Indice Glicémico in vitro (IGiv),
considerando-se a formula proposta pelos autores: 1Giv = 39,71 + 0,549.Hl.

Adicionalmente, o IGiv foi calculado considerando-se um ensaio onde a fase intestinal |
foi realizada como descrito acima, estendendo-se o periodo de incubacdo para 120 minutos,
como também testado pelos autores.

Ao longo do experimento aliquotas foram tomadas em diferentes tempos de hidrolises e
ao final das etapas para melhor avaliacdo das reagdes, sendo cada aliquota tomada também

inativada sob fervura.

2.4. Determinacao de indice glicémico in vitro - Ensaio 2

Foi reproduzida a metodologia proposta por Alongi, Melchior & Anese (2019), cujo
protocolo simula uma fase oral, uma fase gastrica e as fases intestinais | e Il, também
representadas na Figura 2. Brevemente: para a fase oral, 1 g de amostra (massa seca de
amido) foram adicionados 12 ul de CaCl2 0,3 mol/litro, 388 ul de H.0 e 1600 pul de a-amilase
(6,4 mg/ml). Apds incubacgéo a 37 °C sob agitacdo por 2 minutos o pH da solucéo foi ajustado
para o valor de 3,0 por adi¢cdo de HCI 1 mol/litro, para inicio da simulacdo da fase géastrica,
quando foram adicionados 140 pl de H.O e 1,82 mL da solugdo de pepsina (0,31 mg/mL -

2000 U/mL). A solucéo foi incubada a 37°C, sob agitacéo, por 2 horas. Subsequentemente, o
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pH da solucéo foi ajustado para o valor de 7,0 com NaOH 1 mol/litro para inicio da terceira
fase, que simula a fase intestinal I, quando foram adicionados 5,4 pul de CaCl 0,3 mol/litro,
175,5 ul de H20, 2,14 mL da solucdo de pancreatina (22,15 mg/mL ou 100 unidades/mL) e
334 ul da solugdo de bile previamente preparada (160 mmols/litro). A mistura foi incubada a
37°C, sob agitagdo, por outras 2 horas. A fase intestinal II foi iniciada com a adi¢do de 86 pl
da enzima amiloglucosidase (AMG 300L) mantendo-se a incubagdo a 37 °C por mais por 2
horas, sob agitacdo. Ao final do tempo de hidrdlise o hidrolisado foi precipitado pela adicéo
de 4 volumes de etanol 98%, recolhendo-se o sobrenadante apds centrifugacdo a 10.000 g/5
minutos. Este sobrenadante foi utilizado para as determinagdes de glicose conforme descrito
no item 2.5. Adicionalmente, aliquotas foram igualmente coletas ao final das outras fases e
em diferentes intervalos das fases intestinais, para melhor acompanhamento da reacdo de
hidrolise, e tiveram 0 mesmo tratamento com a precipitacdo com o etanol 98%.

Para efeito de comparagao, o indice Glicémico in vitro (IGiv) foi também expresso com
a utilizacdo do % de hidrolise gerado nesta metodologia mas com a aplicacdo da formula

descrita no item 2.3.

Figura 2. Representacao esquematica das reacdes de hidrélise do amido para determinacao do
indice glicémico in vitro para o Ensaio 1, conforme descrito por Gofii, Garcia-Alonso &
Saura-Calixto (1997), e Ensaio 2, conforme descrito por Alongi, Melchior e Anese (2019).

Ensaio 1: Ensaio 2:
Fase Gastrica Fase Oral
Pepsina /pH 1.5 o-amilase
1h/40°C/sob agitagdo 2 min/37°C/sob agitagdo
Fase Intestinal I Fase Gastrica
a-mnﬂasefEH 6,9 pepsina /pH 3,0
90 MT Clsob 2h/37°C/sob agitagio
agitagdo
( .
l Fervura 5 min | Fase Intestinal I
pancreatina/bile/pH 7.0
l 21/37°C/sob agitagio

Fase Intestinal 11
amiloglucosidase/pH 4,75
45 min/60°C/sob agitagao

Fase Intestinal [T
amiloglucosidase/pH 7,0
2h/37°C/sob agitagdo

Final da reagao:
Fervura 5 min

Final da reagio:
Etanol 98%
Centrifugagdo 10.000 g/5 min

Fonte: Construcdo dos autores (2020).
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2.5. Determinagdes dos percentuais de hidrolise

2.5.1. Determinacéo de terminais redutores liberados

A determinacdo de acUcares redutores dos hidrolisados (terminais redutores) foi
realizada de acordo com descrito por Miller (1959) com uso de DNS e leitura realizada em
espectrofotbmetro a 540nm contra branco da reacdo. Uma curva analitica de glicose foi
elaborada e os resultados foram expressos em pmol de glicose/mL (y= 0,5231x - 0,0511; Rz =
0,9957). Foi considerado que cada novo terminal redutor liberado corresponde a uma ligacéo
glicosidica rompida. O percentual de ligagdes rompidas foi considerado o grau de hidrolise. O
100% de ligacGes potencialmente disponiveis foi estimado considerando-se o total de glicose
na amostra através da massa de amido utilizada e do peso molecular da glicose, admitindo-se

que cada glicose livre apresenta um terminal redutor.

2.5.2. Determinacéo de glicose livre

O total de glicose livre liberado pelas hidrolises foi também determinado nos
hidrolisados através de uso de Kit enzimatico de determinacdo (Bioclin®) com leituras em
espectrofotdbmetro a 505 nm, contra branco da reagdo. Uma curva analitica de glicose foi
elaborada e os resultados expressos em pg de glicose/mL (y = 0,0162x - 0,0051;
Rz =0,9984). O percentual de glicose liberada foi considerado o grau de hidrolise. O 100% de
moléculas de glicose disponiveis foi estimado considerando-se a massa total de amido
utilizada e do peso molecular da glicose.

2.6. Andlises Estatisticas
Os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados expressos como média +
desvio padrdo. Quando necessaria, a comparacao entre resultados foi aplicado teste de analise

de variancia (ANOVA) com nivel de significancia de 5%, através do software Statsoft
STATISTICA 8.0.

16




Research, Society and Development, v. 9, n. 10, €1809108572, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.8572

3. Resultados e Discussao

Apds consulta a literatura buscou-se identificar a primeira referéncia mais citada na
literatura para tal determinacdo. Duas referéncias foram selecionadas dentre as mais citadas,
cuidando-se para que também apresentassem propostas de simulagGes de digestBes bastante
distintas. A primeira referéncia selecionada foi o trabalho publicado por Gofi, Garcia-Alonso
& Saura-Calixto (1997). Esta referéncia apresentava 931 citacbes em 17 de setembro de 2020
e, como etapas principais, a ado¢do de sequéncia de uso de enzimas digestivas utilizando
pepsina, alfa-amilase e entdo a¢do da amiloglucosidase para mimetizar a digestdo do amido.
Ao final, considerando-se a correlacdo com ensaios in vivo, os autores estabeleceram a
formula: 1Giv = 39,71 + 0,549.HI., para conversdao do dado de percentual de hidrolise da
amostra em indice glicémico, neste caso in vitro (IGiv). Este foi considerado o “Ensaio 1”
neste trabalho.

A segunda metodologia abordada, denominada neste trabalho como “Ensaio 2”, foi a
de Alongi, Melchior & Anese (2019), sendo esta mais recente e que apresentava uma proposta
com protocolo em fases de digestdo, incluindo fase oral, gastrica e intestinal 1 e Il, com
sequéncia de tratamento com enzimas digestivas e solugdo de bile, mais elaboradas que as
utilizadas no Ensaio 1. As duas foram comparadas em suas respostas frente a simulagéo de
hidrélise de amido e a seguir sdo apresentados os resultados e observagdes sobre tal ensaio,
considerando-se os perfis de hidrolise durante as etapas dos protocolos e os resultados finais

expressos como IGiv.

3.1. Perfil de hidrolise com a aplicacdo do Ensaio 1

Para a metodologia proposta por Gofii, Garcia-Alonso & Saura-Calixto (1997) é
possivel verificarmos, a principio, que o0 ensaio ndo conta com divis@es claras dos processos
digestivos que simulassem a condicdo fisioldgica, embora faca uso de uma etapa com pepsina
e depois com sequéncia de amilases, conforme se observa na Figura 2. Além disso, observa-se
que foram adotadas as temperaturas que coincidem com as temperaturas 6timas daquelas
enzimas incluidas nas etapas, sugerindo um distanciamento das condicdes fisiolégicas. Como
exemplo, a etapa de hidrolise com a amiloglucosidase que € realizada neste caso a 60 °C.

A Figura 3 apresenta os resultados para diferentes pontos do processo e permite
distinguir a eficacia das enzimas, confirmando que, conforme esperado, a amiloglucosidase é
a enzima mais efetiva da reacdo quando comparada a a-amilase, ja que a etapa de hidrélise
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com a a-amilase colaborou com cerca de 19% do valor obtido ao final do processo, conforme
se observa na figura 3A. Também como esperado, a etapa contendo apenas pepsina nao
apresentou valores de hidroélise significativos, uma vez que a pepsina é uma protease, e que
ndo se espera ter acdo de hidrolise sobre ligacdes glicosidicas. Com relacdo ao desempenho da
a-amilase, esta ¢ uma enzima considerada “endo-enzima”, ou seja, rompe as ligagdes que
estdo ao longo da molécula, ou seja, libera grandes fragmentos de cadeias de amido, enquanto
a amiloglucosidase é considerada uma exo-enzima, ou seja, rompe as ligacdes a partir das
extremidades das moléculas de amido, liberando diretamente moléculas de glicose
(Woolnough et al., 2008). Para melhor observar-se os efeitos das etapas enzimaticas propostas
sobre a digestdo do amido, além da determinacéo direta da glicose liberada, atraves do uso do
kit enziméatico (Figura 3A), também foi adotada a determinacdo dos terminais redutores
liberados no meio, através do reagente DNS (Figura 3C). Esta determinacao permite detectar
aqueles fragmentos de cadeia de amido liberados, de diferentes tamanhos, ou seja, nimero de
unidades de glicose. Uma maltose, por exemplo, poderia ser assim detectada, ao contrario do
que ocorreria com o uso do kit, especifico para moléculas de glicose. E sua deteccdo poderia
ser importante, pois este método apenas relaciona a eficiéncia de hidrélise da amostra com o
que seria a resposta glicémica in vivo, sendo que uma maltose poderia ser absorvida e ter sua

digestdo finalizada nos enterocitos.
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Figura 3. Perfil de hidrélise do amido frente a aplicacdo do método 1, conforme descrito por
Gofii, Garcia-Alonso & Saura-Calixto (1997), com deteccdo de grau de hidrolise através de
método kit de glicose monoreagente (A e B) e pelo uso do DNS (C e D). Os graficos A e C
apresentam os resultados adotando-se a realizagcdo da fase intestinal 1 por 90 minutos. Os
gréaficos B e D apresentam os resultados adotando-se a realizacdo da fase intestinal | por 120

minutos.
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Fonte: Construcdo dos autores (2020).

De fato, a comparacdo dos resultados obtidos através da mesma hidrélise, mas pelas
duas distintas metodologias de deteccdo de seus produtos, mostram que, como esperado, ha
mais fragmentos de amido liberados em solucdo do que apenas moléculas de glicose. A
Figura 3A apresenta para todos os pontos de analise um percentual de hidrélise menor do que
para 0s pontos gerados pela analise dos terminais redutores (Figura 3C) para quase todos 0s
pontos do processo, embora o ponto final da reacdo nédo tenha sido superior ao valor obtido
através do uso do Kit.

Uma vez que no trabalho original Gofii, Garcia-Alonso & Saura-Calixto (1997), citam
que a melhor correlagdo com os ensaios in vivo foram obtidas com a hidrolise na segunda
etapa (fase intestinal 1) realizada em 90 minutos, 0s mesmos autores realizaram a hidrdlise
considerando o tempo maximo de hidrélise nessa etapa de 120 minutos. Desta forma,
adicionalmente neste presente estudo, considerou-se também os perfis de hidrélise quando a
fase intestinal | foi levada a 120 minutos de duragdo, e os dados podem ser observados na
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Figura 3 (B e D). Para os resultados da etapa de fase intestinal | pouca alteragéo foi observada
no perfil de hidrolise, porém, houve impacto no final do ensaio, gerando um aumento do
percentual de hidrolise apds a etapa de fase intestinal 11, onde foram observados percentuais
de 25,89% + 0,31para a deteccdo realizada com o Kit, e 29,38% =+ 0,42 para 0 uso do DNS, ou
seja, apresentando um aumento significativo nos dados e também significativamente
diferenciando-se os resultados finais (p <0,05). Este maior valor para o dado gerado com uso
do DNS é esperado, como ja considerado anteriormente, uma vez que fragmentos com mais
de uma unidade de glicose liberados podem ser aqui detectados, diferentemente do que ocorre
com uso do Kit.

3.2. Perfil de hidrdlise com a aplicacdo no ensaio 2

A aplicacdo do ensaio conforme proposta de Alongi, Melchior & Anese (2019)
geraram os resultados as respostas expressas na Figura 4. Esta metodologia representa cada
fase da digestdo, pois simula desde a fase oral até a intestinal, conforme pode ser observado
no esquema representado na Figura 2, que permite também observarmos que 0s ensaios sdo
realizados em meios de reacdo com temperaturas e pHs mais proximos dos fisioldgicos.
Conforme sugerido por Minekus et al. (2014), é importante a utilizacdo das enzimas em
condicBes que mimetizem a fisiologia humana, ou seja, em pH que simulasse o pH humano
em cada etapa da reacdo e ndo em seu pH étimo de atividade, buscando simular de forma
fidedigna os processos que ocorreriam in vivo, assim como as temperaturas utilizadas que
também foram as fisiologicas.

Para melhor efeito de comparagdo entre os métodos, os hidrolisados gerados pelos
dois protocolos foram igualmente analisados pelas metodologias de anélise de glicose (Kit) e
terminais redutores (DNS). As figuras 4A e 4B ilustram este comportamento distinto em cada

fase da etapa da digestéo.
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Figura 4. Resposta da amostra de amido a determinacdo de indice glicémico através da
aplicacdo do protocolo do ensaio 2, conforme descrito por Alongi, Melchior & Anese (2019),
com deteccdo de grau de hidrolise através de método do Kit de glicose monoreagente (A) e
pelo uso do DNS (B).
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Fonte: Construcdo dos autores (2020).

Neste caso, também como ja esperado, o valor obtido para o indice glicémico através
do uso do reagente DNS (Figura 4B) foi superior ao obtido com o kit de glicose (Figura 4A),
sendo respectivamente 30,17 + 1,67 % e 24,34 + 0,64 %. Também como esperado, 0s
resultados indicaram que as fases oral e gastrica praticamente ndo contribuiram para o
resultado final. Conforme descrito por Eliasson (2004) sabe-se que o amido é estruturalmente
constituido por amilose e amilopectina, onde a amilose é constituida por moléculas de
glicoses agrupadas por ligacGes glicosidicas a-1,4 em sua estrutura linear e a amilopectina é
uma estrutura ramificada composta por ligagdes glicosidicas em a-1,4 e a-1,6. Retomam-se

assim as consideracdes pelas quais se justificam a fase oral ndo ter apresentado significancia,
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pois a enzima presente nela ¢ a a-amilase, segundo Lévéque et al. (2000) esta enzima possui
atividade hidrolitica de ligagdes a-1,4, porém com eficiéncia reduzida quando comparada as
amilases subsequentes ao processo digestivo cuja atividade hidrolitica € mais alta. Sabe-se
que no estdbmago ndo ha digestdo de carboidratos, assim é esperado que ndo se apresente
enzimas com tais especificidades, acrescidas nessa etapa apenas de modo a se mimetizar os
processos in vivo e se aproximar do processo fisioldgico. J& a fase intestinal se mostra mais
efetiva, 0 que também era esperado e desejavel, ja que em humanos a fase intestinal da
digestdo € a etapa crucial sendo esta a que dispde de mais tempo e de uma quantidade
enzimatica maior e mais especializada, pois € a fase absortiva dos nutrientes onde estes devem
atingir seu potencial 6timo estrutural afim de que sejam utilizados por suas devidas vias
metabolicas (Woolnough et al., 2008). Este ciclo conta com amilase pancreatica e amilases
especializadas presentes na borda em escova. A fim de que se simulasse uma hidrolise efetiva
foi pertinente a utilizacdo da amiloglucosidase, pois conforme descreve Obel (2001) ela
hidrolisa eficientemente liga¢des tipo a-1,4 ¢ a-1,6 produzindo glicose a partir dessa quebra,
simulando uma condicdo étima o que ocorreria no intestino humano.

Embora o Ensaio 2 apresente mais diferenciacdes entre etapas da digestdo e condicdes
que melhor mimetizam as fisioldgicas, observa-se que os resultados finais, tanto obtidos com
uso do Kit quanto do DNS, pouco se diferenciaram daqueles obtidos no Ensaio 1. Esta
observacgdo reforca que o maior efeito de hidrélise do amido, em ambos os ensaios, foi
propiciado pela amiloglucosidade e que, uma vez que os dois ensaios incluem uma etapa final

com esta enzima os produtos gerados foram bastante similares.

3.3. Estimativa dos Indices Glicémicos in vitro (1Giv)

Conforme proposto por Gofii, Garcia-Alonso & Saura-Calixto (1997), a resposta de
grau de hidrdlise dos carboidratos pode ser utilizada para se estimar o IG in vitro. Esses
autores sugeriram uma férmula baseada na correlacdo entre os estudos in vivo e in vitro,
permitindo realizar essa conversdo. Os resultados finais dos percentuais de hidrélise aqui
obtidos pelas diferentes metodologias (correspondentes aos pontos finais das curvas de perfil
de hidrolise apresentadas nas Figuras 3 e 4) foram utilizados para as expressdes dos IGiv e 0s

dados foram apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. indice glicémico in vitro (IGiv) do amido.

Método* IGiv**

Ensaio 1 90° Kit 51,03°+ 0,41
Ensaio 1 90° DNS 51,15°+ 0,04
Ensaio 1 180° Kit 53,92° +0,17
Ensaio 1 180’ DNS 55,84% + 0,23
Ensaio 2 Kit 53,06° + 0,35
Ensaio 2 DNS 56,282 + 0,92

*Ensaio 1 = Metodologia descrita por Gofii, Garcia-Alonso & Saura-Calixto (1997), considerando-se a
fase intestinal II realizada por 90 minutos (90’) e por 180 minutos (180’); Ensaio 2 = Metodologia
descrita por Alonghi, Melchior & Anese (2019). Em ambos os ensaios ha dados obtidos pela
determinagdo de glicose em solugdo (Kit) e agucares redutores totais (DNS). **Média + dp (n=3).
Dados seguidos pela mesma letra sobrescrita ndo apresentam diferenca significativa entre si (p< 0.05).
Fonte: Construcdo dos autores (2020).

Antes de serem abordados os dados diretamente € importante tecer consideracdes a
respeito da metodologia, ressaltando que na formula proposta pelos autores o grau de
hidrdlise (HI) da maneira por eles proposta mimetiza o valor obtido do célculo do total de
glicose detectada através da area da curva glicémica gerada no ensaio in vivo. E este é
realmente um ponto importante a ser comentado. Na determinag&o in vivo a glicose liberada
na corrente sanguinea é calculada considerando-se a &rea da curva ja que essa concentracao de
glicose advinda da liberacdo do alimento € dindmica, ou seja, esta glicose é comumente
liberada gradativamente ao longo das duas horas de ensaio, a0 mesmo tempo que pode ser
consumida neste intervalo. Desta forma, seria muito dificil estabelecer-se o percentual exato
de glicose que é detectado no sangue em relacdo ao disponibilizado, ou seja, ndo se
conseguiria um valor que realmente representasse esse percentual se, por exemplo, o ponto
final do ensaio apds as duas horas de processo de liberacdo da glicose fosse o unico dado
considerado. Uma parte da glicose ja poderia ter sido consumida, e, portanto, ndo computada.
Por isso, nesse caso, adotasse o computo total da area da curva, e 0 100% ndo é considerado o
total inicial de glicose ingerida e sim a resposta do alimento padrdo, que pode ser o péo
branco ou uma solugdo de glicose. Pensando-se no ensaio in vitro essa problemética da
dindmica de liberacdo e consumo da glicose sanguinea ndo se aplicaria, uma vez que 0
sistema € estatico no sentido de que toda glicose liberada ao longo do processo pode ser
encontrada ao final do ensaio, ou seja, ndo ha necessidade de se trabalhar com a area da curva,
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podendo estabelecer o ponto final do tempo de hidrélise como o correspondente a esse dado
da &rea no ensaio in vivo. Deste modo, para melhor mimetizar o que se considera no 1G
classicamente determinado, mesmo no in vitro adota que o 100% deve ser aquele total de
glicose liberada pelo alimento padrdo, como o pdo branco. Assim, o HI sugerido para a
férmula seria calculado considerando o % de hidrolise da amostra/% de hidrdlise do alimento
padréo. Nopresente trabalho, foi considerada a opgédo da solucdo de glicose como o alimento
padrdo, e, portanto, nesse caso, toda a glicose esta livre ao final do experimento e detectavel
nos ensaios adotados (Kit e DNS). Sendo assim, partindo-se tanto para a amostra quanto para
a solucdo de glicose de um mesmo total de glicose em massa, 0 % de hidrolise calculado
(glicose total detectada ao final do ensaio/glicose total da amostra) corresponde diretamente
ao HI do protocolo.

Os dados da Tabela 2 refletem claramente as observacdes ja realizadas para os
percentuais de hidrolise, sendo que os maiores valores de IGiv ficaram em cerca de 56, sendo
os dados correspondentes ao 1Giv para o Ensaio 1 180 DNS e Ensaio 2 DNS. Mas, estas
determinac6es para o percentual de hidrélise por DNS foram propostas neste trabalho apenas
como ferramenta de melhor analise das liberacBes de produto, pois, em verdade, o indice
glicémico deve considerar relagdo com a liberacdo de glicose pelo alimento. Desta forma, 0s
dados referentes as determinacdes com uso do Kit devem ser as principalmente consideradas,
e, neste caso, 0s melhores resultados ficaram na faixa de 53.

Em um estudo conduzido com o objetivo de estudar a digestibilidade e indice glicémico
in vitro de seis cultivares diferentes de arroz indigena, Frei, Siddhuraju & Becker (2003)
investigaram dois tratamentos diferentes em suas amostras e, para estimar o indice glicémico
in vitro, seguiram o método proposto por Gofii, Garcia-Alonso & Saura-Calixto (1997).
Primeiramente, as amostras foram cozidas e analisadas imediatamente; em outro momento, as
amostras foram cozidas e armazenadas em um refrigerador por 24 horas a 4°C, com o intuito
de induzir um efeito de retrogradacdo do amido. Os valores estimados de indice glicémico
oscilaram entre 68 e 109 para arroz cozido e entre 64 e 87 para arroz armazenado contendo
amido retrogradado e, portanto, foi constatado que o armazenamento das amostras sob
refrigeracdo acarretou na redugdo do indice glicémico estimado para todos os cultivares,
demonstrando que o método era capaz de diferenciar as amostras que haviam sofrido
diferentes tratamentos térmicos.

Esses resultados de Frei, Siddhuraju & Becker (2003) apresentam faixas de valores
préximas as encontradas neste trabalho. E, para melhor efeito de comparagéo, adicionalmente,

0 amido foi aqui também testado apos pré-aquecimento por 5 minutos sob fervura passando
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entdo pela simulagdo de digestdo referente ao Ensaio 2 e, nestas condigdes, o IGiv encontrado
foi de 74,45 + 0,93, reforcando a capacidade do método de diferenciar as amostras
processadas de maneiras distintas e com consequente maior ou menor facilidade de digestéo.
Com base nas observacbes obtidas no decorrer deste trabalho foi possivel destacar
diferentes aspectos da aplicacdo destes ensaios in vitro, conforme apontadas a seguir.

Aspectos positivos observados:

- Teste ndo invasivo, excluindo a dificuldade de trabalho com voluntarios humanos e
necessidade de aprovacdo em comité de ética;

- Ensaio relativamente rapido, ainda que inclua varias etapas e determinacdes;

- Uso de quantidade menor de amostra, podendo ser realizada a andlise de diferentes
amostras ou influéncia de tratamentos em uma mesma amostra a0 mesmo tempo;

- As duas metodologias adotadas demonstraram resultados proximos, embora se
diferenciem em seus protocolos de hidrolise. O que ndo permite que julgue ou aponte uma
como destaque positivo ou negativo. Outros estudos, e com maior nimero de amostras,
seriam necessarios para alcangar este objetivo.

Aspectos negativos observados:

- Nao ha um “ensaio padrdo ouro” indicado na literatura, sendo encontradas varias
referéncias que abordam o tema, dificultando a adocdo da metodologia e a
comparacédo/aplicacdo dos dados gerados.

- Ha utilizacdo de inUmeros reagente e enzimas, exigindo estrutura razoavelmente
complexa a depender do protocolo adotado. As analises dos produtos finais podem ser
encontradas na literatura com uso de cromatografia liquida de alta eficiéncia, encarecendo e
dificultando a adocéo por exigir estrutura laboratorial.

- N&o ha consideracdo sobre a absorc¢do dos carboidratos dentro do protocolo, apenas
simula-se a digestdo como sinénimo de perfil de hidrélise da amostra, sendo necessaria a
adocdo de formula de conversao que estime o dado em correspondéncia com o in vivo.

Da forma como foram conduzidos os ensaios, apenas a glicose originalmente disponivel
é considerada ao final, sendo que em situagdes in vivo outros monossacarideos, como frutose

ou galactose, poderiam ser convertidos a glicose ap6s sua absor¢éo e entdo detectados.
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4. Consideragdes Finais

Os métodos aqui testados demonstram que 0s ensaios in vitro podem ser promissores e
merecem mais discussdes a respeito da adocdo de um protocolo Unico e padrdo, de maneira
que se possam gerar bancos de dados com estes resultados e se permita a comparacao entre
dados de diferentes trabalhos. A substituicdo do ensaio in vivo ou a utilizacdo paralela

deveriam ser mais profundamente debatidas.
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