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RESUMO

TAVARES ANTUNES, PAULA. Biodisponibilidade de ferro e sua interacdo com a
vitamina A em alimentos biofortificados. 2018. Dissertacao (Mestrado em Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre — ES.
Orientadora: Prof2. Dr2. Neuza Maria Brunoro Costa. Coorientadoras: Prof2. Dra.
Maria das Gracas Vaz Tostes.

Os habitos alimentares inadequados levam a deficiéncia nutricionais na populacao,
acarretando problemas de saude publica. Para controlar esse déficit algumas
tentativas vem sendo utilizadas, tais como os programas de suplementacéao,
fortificacdo e a biofortificacdo. A biofortificacdo visa enriquecer alimentos basicos
para a populacdo, como feijdo e mandioca com ferro, zinco e pré-vitamina A. A
vitamina A pode influenciar no metabolismo do ferro, aumentando sua absorcao e
liberacdo dos estoques corporais, porém, pouco é conhecido sobre o seu papel na
biodisponibilidade de ferro de alimentos biofortificados. Dessa forma, o objetivo
desse trabalho foi avaliar o efeito da vitamina A na biodisponibilidade de ferro em
mistura de alimentos biofortificados. Foram utilizadas como matéria-prima feijao-
caupi e mandioca bifortificados e convencionais. Inicialmente as amostras foram
cozidas e moidas e apos foram determinados a composicado centesimal da matéria-
prima e realizado um estudo in vivo, em ratos Wistar, 5 grupos de 8 animais, para se
avaliar o ganho de hemoglobina, através do método de deplecédo-replecdo e os
efeitos do consumo da mistura de caupi e mandioca biofortificados em
biomarcadores do metabolismo do ferro. Foi realizada analise de variancia (ANOVA),
seguida do teste de Tukey (p<0,05) para comparacdo entre 0S Qrupos
experimentais.O feijao-caupi biofortificado (BRS Aracé) apresentou um aumento de
aproximadamente 19,5% no teor de ferro em relacdo ao feijdo-caupi convencional
(BRS Nova era). Paralelamente, o feijdo biofortificado apresentou maiores teores de
fitatos, compostos fendlicos e de fibras em relagdo ao convencional. A relacdo molar
fitato/ferro, entretanto, nao diferiu entre os feijdes caupi biofortificado e convencional,
o que pode ter refletido no ganho de hemoglobina e HRE semelhantes entre os
grupos, independente da presenca de vitamina A. O feijao caupi biofortificado com
ferro mostrou-se semelhante ao sulfato ferroso quanto a expressdo das proteinas
hefaestina e ferroportina, sugerindo uma maior eficiéncia na absor¢ao intestinal de
ferro. Por outro lado, o feijdo convencional apresentou menor expressdo de
transferrina quando comparado com o grupo controle, sulfato ferroso, o que indica
menor absorcdo do ferro nesses grupos. A expressao de ferritina no figado foi menor
no grupo alimentado com ambos os alimentos biofortificados (FBMB), o que pode
indicar maior mobilizacdo das reservas de ferro hepatico na presenca de vitamina A.
Entretanto, ndo foi observada diferenca entre os grupos quanto as demais proteinas
analisadas, DCytB e DMT-1. Assim, o presente estudo aponta maior eficiéncia do
feijdo caupi biofortificado na biodisponibilidade de ferro, independente da presenca
da vitamina A.

Palavras-chave: Feijdo-de-corda; mandioca; biodisponibilidade



ABSTRACT

TAVARES ANTUNES, PAULA. iron bioavaibility and its interaction with vitamin
A in biofortified foods. 2018. Dissertation (MSc Food Science and Technology) —
Federal University of Espirito Santo, Alegre — ES. Advisor: Prof.2 Dr.2 Neuza Maria
Brunoro Costa. Co-advisor: Prof2. Dr.2 Maria das Gracas Vaz Tostes.

Inadequate dietary habits lead to nutritional deficiencies in the population, leading to
public health problems. To control this deficit some attempts have been made, such
as supplementation, fortification and biofortification programs. Biofortification aims to
enrich basic food for the population, such as beans and cassava with iron, zinc and
pro-vitamin A. Vitamin A may influence iron metabolism, increasing its absorption and
release of body stores, but little is known about its role in the bioavailability of iron
from biofortified foods. The aim of ths study was to evaluate the effect of vitamin A on
the bioavailability of iron in biofortified food mix. Raw and conventional bifortified
cowpea and cassava were considered as raw material. Initially the samples were
cooked and ground for the determination of the centesimal composition of the raw
material and an in vivo study in Wistar rats. Five groups of 8 animals were performed
to evaluate the hemoglobin gain through the depletion-repletion method and the
effects of the consumption of the biofortified cowpea and cassava mixture on
biomarkers of iron metabolism. An analysis of variance (ANOVA) was performed,
followed by Tukey test (p <0.05) for comparison between the experimental groups.
Biofortified cowpea (BRS Aracé) showed an increase of approximately 19.5% in iron
content in relation to conventional cowpea (BRS Nova era). In parallel, the biofortified
beans presented higher levels of phytates, phenolic compounds and fibers in relation
to conventional beans. The phytate / iron molar ratio, however, did not differ between
the biofortified and conventional cowpea beans, which may have reflected the similar
hemoglobin and HRE gain between the groups, regardless of the presence of vitamin
A.Iron-biofortified cowpea beans were similar to ferrous sulfate for the expression of
the hephaestin and ferroportin proteins, suggesting a greater efficiency in intestinal
iron absorption. On the other hand, the conventional bean presented lower
expression of transferrin when compared to the control group, ferrous sulfate,
indicating lower iron absorption in these groups. The expression of ferritin in the liver
was lower in the group fed with both biofortified foods (FBMB), which may indicate a
greater mobilization of hepatic iron stores in the presence of vitamin A. However, no
difference was observed between the groups for the other proteins analyzed, DCytB
and DMT-1.Thus, the present study indicates a higher efficiency of biofortified
cowpea in the bioavailability of iron, regardless of the presence of vitamin A.

Key words: Cowpea; cassava; bioavailability .



1.INTRODUCAO

O Brasil vem passando por um processo de transicdo nutricional,
caracterizado pelo crescente numero de pessoas com excesso de peso e a
diminuicdo da desnutricdo. Paradoxalmente, a populacdo sofre de deficiéncia de
micronutrientes, conhecida como fome oculta. Essa desnutricdo é resultado de uma
dieta de mé& qualidade, com o consumo de alimentos caldricos, porém, pobres em
nutrientes, devido a baixa ingestdo de grdos de leguminosas, frutas e hortalicas
(MALTA et al.,, 2016). A ma alimentacdo leva a deficiéncia de varios minerais
essenciais para a saude humana, com grande destaque para o ferro (Fe) e zinco
(Zn), bem como de vitamina A que, em conjunto ou isoladamente, constituem
problemas de saude publica (BRASIL, 2007).

A deficiéncia de ferro considerada um dos mais importantes problemas
nutricionais no Brasil, tendo como consequéncia a anemia ferropriva,devendo ser
investigada precocemente, pois a caréncia de ferro ocorre de forma gradual e
progressiva no organismo. Um dos principais sintomas sdo o retardo do
desenvolvimento neurofisiolégico, reducdo da capacidade intelectual, além de
fraqueza fisica (ARREOLA-SIDA et al., 2015; GONCALVES et al., 2015).

Deficiéncia subclinica e clinica de vitamina A, € a mais prevalente deficiéncia
vitaminica, principalmente em criancas,tendo como consequéncia a cegueira
noturna. Exerce funcdes na proliferacéo e diferenciacéo celular, e efeito positivo na
absorcao de ferro no organismo (NETO, PRIORE eFRANCESCHINI, 2007).

Estratégias de combate as deficiéncias nutricionais tém sido implementadas
juntamente com a reeducacao alimentar, tais como a utilizagdo de suplementos
minerais e vitaminicos, além da fortificacdo de alimentos. Outra estratégia € a
biofortificacdo de alimentos, desenvolvidos com a intencdo de melhorar a qualidade
nutricional dos produtos agricolas, aumentando a concentracdo de nutrientes por
meio de melhoramento genético (CEBALLOS et al.,, 2012; MOURA et al., 2014;
PETRY et al., 2015).

Com isso, programas foram desenvolvidos para realizar essas praticas de
biofortificacdo, como o HarvestPlus, de ambito mundial. No Brasil, a rede BioFort,
liderada pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria(EMBRAPA), apresenta

como uma das estratégias enriquecer alimentos por meio da



biofortificacdo,mandioca,arroz, feijdo, feijao-caupi, batata, batata-doce,abdbora,
milho e trigo (CARVALHO e NUTTI,2012;PHORBEE, OLAYIWOLA e SANNI, 2013;
OLIVEIRA, 2014).

A mandioca é um dos alimentos veiculos de vitamina A pela biofortificacéo,
contendo maior teor de B-caroteno. E um alimento rico em carboidrato, no qual faz
apresentar boa energia, e tem como vantagem a sua producao, por ser resistente a
seca, as pragas e doencas, além do seu baixo custo (SILVA, 2016).

O feijao-caupi, também chamado de feijao-de-corda,feijdo-de-praia e feijao-
miudo (FERNANDES, NISHIDA e PROENCA,2010) é enriquecido com Fe e Zn
(EMBRAPA, 2009; OLIVEIRA, 2014; GONCALVES et al., 2015).Tem sua
importancia juntamente com o arroz, pois sao alimentos do cotidiano brasileiro. A
mistura de ambos com mandioca € tipicado nordeste brasileiro, sendo veiculo de
nutrientes, e podendo aumentar a biodisponibilidade dos mesmos (MOURA , 2011).

Essa alternativa complementar vem sendo intensificada através de parcerias
do setor privado com o publico, devido a sua grande importancia, de tentativa de
minimizar ou erradicar a desnutricdo, sendo cientificamente viavel, com custos
relativamente baixos e acessivel a populacdo (CARVALHO e NUTTI,2012;
MARQUES et al,2012). Visto que a vitamina A influencia positivamente na
biodisponibilidade do ferro, é de grande valia o estudo da interacdo desses
nutrientes e do consumo concomitante de alimentos, para uma melhor eficacia da
biofortificacao (SALES, 2012).



2. OBJETIVOS

2.10bjetivo geral
Avaliar o efeito da pré-vitamina A na biodisponibilidade de ferro em mistura de

alimentos biofortificados.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar a composicao quimica dos alimentos

Avaliar a concentracédo de ferro do feijado-caupiconvencional e biofortificado;
Avaliar a concentragéo de B-caroteno da mandioca biofortificada;
Determinar o teor de compostos fendlicos totais, fitatos e fibras;

Avaliar a biodisponibilidade de ferro de misturas de arroz convencional com feijao

caupi e mandioca convencional e biofortificados;

Determinar a expressao génica de proteinas relacionadas ao metabolismo de ferro.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Deficiéncia de micronutrientes
O Brasil vem passando nos ultimos anos por um processo de transicdo

nutricional, marcado por modificacdo dos habitos alimentares da populagéo,
resultado do aumento do consumo de alimentos caloricos, concomitante a reducao
da ingestédo de frutas e hortalicas, e monotonia alimentar. Em consequéncia houve
diminuicdo de prevaléncia de desnutricio e aumento da obesidade, junto as
deficiéncias nutricionais, considerado problema de saude publica(CARVALHO e
NUTTI, 2012).

A fome oculta resultante da deficiéncia de micronutrientes, afeta cerca de 795
milhbes de pessoas no mundo. Os habitos alimentares inadequados geram
inseguranca alimentar, em que parte da populacédo é afetada pela fome e miséria,
interferindo em seu estado nutricional por meio da deficiéncia de nutrientes, sendo
as maiores vitimas dessa situacao, criancas e idosos (BARBOSA, 2015; FAO, 2015).
Em criancas, cerca de 162 milhdes sofrem de ma nutricdo e cerca de 55 milhdes
encontra-se em estado de desnutricdo (SHARMA et al., 2016).

A ma nutricdo causa efeitos desfavoraveis no organismo, aumentando a
suscetibilidade a doencas crbnicas nao transmissiveis. Nestas condi¢des, €
necessaria uma maior atencdo ao consumo de vitaminas e minerais, devido a
deficiéncias de maior incidéncia, como hipovitaminose A e anemia
ferropriva(OLIVEIRA, 2014; BARBOSA, 2015).

3.3 Ferro
E um mineral constituinte do corpo humano, presente na forma organica e

inorganica. Esta amplamente presentes, em alimentos, na forma heme, em carnes e
visceras, por estar ligado a hemoglobina e mioglobina e ndo-heme em produtos de
origem vegetal, tais como leguminosas e vegetais verdes-escuros e demais

alimentos de origem animal (MARTINI, 2012).

3.3.1 Absorc¢ao
O ferro é encontrado na forma férrica (Fe3") e ferrosa (Fe?).A absorcéo

ocorre  no intestino delgado, na porcdo superior do epitélio, que
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apresentamicrovilosidades para uma maior superficie de contato e
consequentemente maior absorcdo (GROTTO, 2010).

O Ferro heme é internalizado através da proteina transportadora do heme-1 e
na forma n&do-heme, o ferro no estado oxidado (Fe3®*) para ser absorvido (Fig. 1)
precisa ser reduzido (Fe?*), isso ocorre através da acdo da enzima
redutasecitocromo b duodenal (DcytB), entdo o transportador de metal divalente-1
(DMT-1) permite a passagem do ferro(GROTTO, 2010).

Ha dois destinos para esse mineral, se 0 aporte no organismo estiver em
guantidades normais, fica armazenado ligado a ferritina, se as concentracdes
estiverem baixas, € liberado para absorcao. A externalizacdo do ferro ocorre através
da ferroportina, em um processo dependente de hefaestina, que é responsavel pela
oxidacdo do ferro Fe?*em Fe®*, devido a afinidade da transferrina pela forma férrrica.
Sera liberado, se ligando a transferrina no sangue, que € reconhecida por receptores
especificos de transferrina (TfR)(GROTTO, 2010).

O receptor de transferrina interage com a proteina da hemcromatose (HFE)
para a regulacdo da absorcdo, através da sinalizagdo de uma maior ou menor
necessidade de aporte de ferro no organismo. Sendo assim, em momentos que
existe a falta ou aumento da necessidade de ferro no organismo, ha uma maior
absorcao desse mineral (GROTTO, 2010).



% HCP1
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Fonte: Grotto (2008)

Figura 1: Metabolismo de Ferro: O enterécito e as proteinas envolvidas na absorcéo do
ferro. Dcytb: ferroredutase; DMT-1: transportador de metal divalente-1; HCP-1: proteina
transportadora do heme-1; Nu: ndcleo; HFE: proteina da hemocromatose; TfR: receptor da

transferrina

3.3.2 Funcgéao
O ferro tem diversas fungcdes no metabolismo: estar envolvido no ciclo de

Krebs, constituinte da citocromo C e catalase, é essencial para o crescimento celular
e sintese proteica e participa do transporte de oxigénio da hemoglobina e mioglobina
(CUNHA, 2013).

Sendo assim, este mineral é fundamental para a homeostase celular, pois
atua em diversas fungbes. Portanto, sua deficiéncia causa uma doenca de grande
importancia para a saude publica, a anemia ferropriva (GROTTO, 2010).

Essa doenca é resultando de um longo periodo de privacdo deste mineral,
resultando em um balanco negativo. Com isso, pode haver alteracbes no

crescimento e desenvolvimento de criancas, e reducdo da imunidade, sendo mais
6



suscetiveis a doencas, atuando principalmente na oxigenacdo dos nervos, afetando
o sistema nervoso (ZARTARIAN, 2014).

Os sintomas da sua deficiéncia sao palidez, fraqueza e fadiga, podendo levar
a enxagqueca. Em criancas também podem afetar a atencéo e provocar a sonoléncia,
afetando as situacdes do cotidiano. Ha aproximadamente 2 bilhdes de pessoas
anémicas em todo mundo. A Pesquisa Nacional de Demografia e Saude (PNDS),
em 2006 avaliou a prevaléencia de anemia em criangas, totalizando
aproximadamente 3 milhdes de criangas brasileiras menores de 5 anos anémicas,
20,9%. Em mulheres em idade reprodutiva ndo-gravidas, a prevaléncia foi de 29,4%,
com maiores indices na regido Nordeste (39,1%) (BRASIL, 2009).

3.3.3 Interagcdes Nutricionais
Existem fatores que afetam positivamente ou negativamente a absorcao deste

mineral, tais como o acido oxalico, acido fitico e os polifendis, devido a formacéo de
guelatos que sao insolaveis e reduzem a absorcéo de ferro. Minerais, como calcio e
zinco também podem afetar negativamente essa absorcdo, por competirem pelo
mesmo sitio de ligacdo (BARRUETO-GONZALEZ, 2008; BUENO, MARCHINI
eOLIVEIRA, 2011).

Por outro lado, existem os que afetam positivamente, como os produtos
fermentados, acido citrico e latico. O acido ascorbico também influencia nessa
absorcéo, ele atua reduzindo o ferro®* em ferro 2* e forma o complexo ferro-quelato,
que é mais sollvel. Essas interacdes sao influenciadas pela composicdo e
guantidades das dietas, alterando assim o grau de influéncia na absorcdo (BUENO,
MARCHINI e OLIVEIRA, 2011; SALES, 2012).

3.2 Vitamina A
E uma vitamina lipossolavel, com estrutura quimica de 20 carbonos,

composta por grupo metil ligado a B-iona e cadeia lateral isopropanoide. Pode ser
encontrada nos alimentos de duas formas: vitamina A pré-formada, nos alimentos de
origem animal e pré-vitamina A nos de origem vegetal, através dos carotendides. O
B caroteno € o carotenoide mais abundante nos vegetais e com maior atividade pro-
vitaminica (QUEIROZ, 2011; LIMA, 2013).

S80 substancias sensiveis a oxidagéo, luz, temperatura e acidez. Nos
alimentos apresentam coloracdo amarela, laranja ou vermelha. O poder corante é
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resultado da absorcdo da luz na regido visivel, sendo necessario o minimo de 7
duplas ligacBes conjugadas para a coloracao(SAINI, NILE e PARK, 2015; SILVA,
2016).

3.2.1 Absorcéao
Apls a ingestdo, o retinol e carotenoides sdo liberados no estémago,

posteriormente sdo agregados aos lipideos na parte superior do intestino delgado.
Sendo 90% da vitamina A pré-formada absorvida na forma de ésteres de retinol
(MARTINI, 2002).

A absorcao ocorre no intestino delgado, e é facilitada pela presenca de sais
biliares, lipase pancreatica, proteina e lipideos, pois a secrecdo da bile ocorre na
presenca de lipideos e proteinas, através da colecistocinina (CCK), ocorrendo a
formacdo de micelas. O aumento da biodisponibilidade se d& na ingestédo
concomitante de gordura, devido a vitamina ser lipossoluvel (SILVA, 2016; PARADA
E AGUILERA,2007).

Os carotendides sdo convertidos a retinal, e posteriormente em retinol,
através da enzima 15-15 B-caroteno monoxigenase. No interior da célula, é
reesterificado em éster de retinil, sendo esterificado aos acidos graxos, formando os
quilomicrons no sistema linfatico, liberando-os na circulacdo (BEZERRA, 2008).

Nos tecidos extra-hepéticos o retinol € oxidado em &cido retindico ou é
armazenado. Essa reserva € relevante nos periodos de baixa ingestao alimentar ou
em situacdes que ocorram a necessidade de um maior aporte dessa vitamina.
Podem ser incorporado em diversos 6rgaos, como figado, pulméao, colo do Utero,
pele, entre outros (BEZERRA, 2008; LIMA et al, 2012).

3.2.2 Funcgéao
A vitamina A tem diversas fungdes no metabolismo, na diferenciacdo e

proliferacdo células, integridade das paredes epiteliais, sendo essencial para a
visdo. A vitamina A se combina com a opsina, formando a rodopsina, e assim
mantendo a visdo em ambientes pouco iluminados.Devido a sua ag¢do no sistema
imunoldgico, é conhecida como vitamina anti-infecgdo(LIMA, 2013; BERNI et al,
2014).



3.2.3 Deficiéncia de vitamina A (DVA)
A quantidade diaria necessaria para suprir as necessidades da vitamina A

diferem de acordo com faixa etaria, sexo e condicdes fisiologicas, tal como a
gestacdo. Quando ndo ha o consumo em concentragdes corretas por longo periodo
ocorre um déficit dessa vitamina (BEZERRA, 2008).

No Brasil, a DVA é considerada um dos principais problemas nutricionais,
sendo as criangcas mais suscetiveis ao desenvolvimento. O surgimento da
deficiéncia é ocasionadopela ingestédo inadequada de alimentos fontes de vitamina A
(AMBROSIO, CAMPOS eFARO 2006; SILVA, 2014).

A fase avancada dessa deficiéncia é caracterizada como xeroftalmia. Para
ser avaliada, séo realizados exames clinicos para dosagem de retinol sérico (Quadro

1), em casos inferiores a 0,20 pg/dL sé&o considerados deficientes (SILVA, 2014).

Quadro 1: Classificacdo da deficiéncia de vitamina A, segundo concentracao sérica

de retinol
. Nivel de retinol sérico
Classificacao
p/dL Mmol/L

Normal >30,0 >1,05
Aceitavel 20,0-29,9 0,70a 1,04

Baixo 10,0 a 19,9 10,35 a 0,69
Deficiente <10,0 <0,35

Fonte:WHO, 1996

Em grupos de alto risco, o Ministério da Saude implantou o Programa
Nacional de Suplementacéo de Vitamina A, com objetivo de reduzir a deficiéncia em
criancas de 6 a 59 meses e puérperas no pés-parto, através da Portaria n°® 729, de
13 de maio de 2005(BRASIL,2012). Outra forma de profilaxia € a fortificagdo ou
biofortificacdo de alimentos, que aumentam a concentracdo desse nutriente em
alimentos especificos (PHORBEE, OLAYIWOLA e SANNI, 2013).

3.2.4 Fontes
A alimentacdo saudavel é uma forma de evitar caréncia da vitamina A, pois é

um nutriente que pode ser encontrado como vitamina pré-formada, em alimentos de
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origem animal, tais como figado, leite integral, ovos e na forma de pré-vitamina, em

alimentos de origem vegetalde coloracdo amarela e laranja (LIMA, 2013).

3.4 Interacdes ferro x vitamina A
O sinergismo entre esses dois micronutrientes ainda nao estd completamente

elucidado, mas estudos demonstram que a ingestdo de vitamina A influencia
positivamente nos estoques de ferro, aumentando a sua deplecdo dos estoques de
ferro no figado e assim tornando-o mais biodisponivel (SALES, 2012). Cunha et al
(2013) encontraram uma diminuicdo significativa nos niveis séricos de ferro quando
havia deplecao de vitamina A.

Existe uma relacdo inversa entre o teor de retinol e ferro no figado, pois
guando h&a presenca de vitamina A, o ferro € liberado para absorcédo, reduzindo
assim a concentragdo de estoques de ferro no figado (MARTINI, 2002). Lynch
(1997) relata que a deficiéncia de vitamina A reduz as concentragdes de ferro para a
medula éssea, devido a ndo mobilizacédo de ferro para a absorcao.

Mwanri et al (2000) encontraram que a suplementacdo de ferro concomitante
a de vitamina A, pode apresentar uma maior taxa de hemoglobina quando
comparada a ingestao desses suplementos separados.

Layrisse et al (1997) relataram através de andlises cromatograficas
guedurante a digestdo, a vitamina A se liga ao ferro formando um complexo,
tornando o ferro sollvel no limen intestinal. Esse quelante atua também na reducédo
da ma absorcdo de ferro induzida pela presenca de fitatos (NETTO, PRIORE E
FRANCESCHINI, 2007).

A vitamina A age positivamente no sistema imune, resultando em uma
diminuicao das infeccdes, consequentemente reduz na sintese de ferritina, tornando
o ferro mais biodisponivel (SALES, 2012).

A partir desses efeitos benéficos ao organismo desses micronutrientes, visto
que ha grande parte da populacdo com deficiéncia dos mesmos, sdo utilizados
meios de aumentar o aporte no organismo. Uma das alternativas crescente é a
biofortificacdo (CARVALHO e NUTTI, 2012).
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3.5 Programas de biofortificacéo
O crescente interesse por alimentos que beneficiem a saude incentivou o

avanco dos estudos no campo de alimentos que reduzam os riscos as doencgas,
necessitando assim da inovacao e melhoramento de recursos que tragam beneficios
a saude (VELLOZO e FISBERG, 2010).

Com o crescente numero de pessoas com deficiéncias nutricionais
necessitou-se a criacdo de alternativas para esse combate, tais como a
suplementacdo vitaminica e mineral, a fortificacdo de alimentos, como também a
biofortificacdo (BARBOSA, 2015).

A biofortificacdo € um processo em que é realizado melhoramento genético
no qual resulta em alimentos com maiores teores de vitaminas e minerais, além da
maior resisténcia as doencas. Diferentemente da fortificacdo, que se baseia na
adicdo de micronutrientes durante a producéo do alimento. Com isso, consegue-se
ampliar o alcance do maior aporte de nutrientes para familias de baixas
rendas(BARBOSA, 2015).

Para a definicdo de quais alimentos serdo biofortificados é observado se ha
uma consideravel variacdo genética dos produtos agricolas, se ha qualidade
nutricional, se sdo resistentes as doencas e pragas e quais fazem parte do habito
alimentar (CARVALHO e NUTTI, 2012).

A organizacao nao governamental que implementa esse projeto no mundo é a
HarvestPLus. No Brasil, esse projeto é coordenado pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), fazendo parte da rede BioFORT, que tem o
objetivo de minimizar a desnutricdo e consequentemente a inseguranca alimentar
(BOUIS et al, 2011; ARREOLA-SIDA et al, 2015).

Com isso, a EMBRAPA desenvolveu cultivares com maiores teores de
vitaminas e minerais, tais como arroz, feijao, trigo e feijao-caupi, ricos em ferro e
zinco, e mandioca, milho, batata-doce e abobora com maiores concentracdes de [3-
caroteno (CARVALHO e NUTTI, 2012).

3.5.1 Feijao-caupi
E classificado botanicamente como uma planta eudicotyledonea, da ordem

Fabales, familia Fabaceae, espécie Vignaunguiculata(L.) Walp. e subespécie

unguiculata(FREIRE FILHO et al., 2011). E conhecido popularmente como feijao-de-
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corda, feijdo-de-praia, feijao-miudo e feijao fradinho (NEVES et al., 2011).Tem
origem africana, e € um alimento muito consumido nas regides Norte e Nordeste do
Brasil, principalmente na forma de graos secos, por ser uma espécie rica em ferro e
proteina. O Brasil é o terceiro maior produtor e consumidorde feijdo-caupi. A cultivar
BRS Aracé tem graos lisos, arredondados e de cor verde-oliva, € considerado
adequado para processamento industrial, contém cerca de 55mg de Fe/Kg de feijao,
e 25% de proteina (EMBRAPA, 2009; BARBOSA, 2015).

E muito importante para a dieta basica de regiGes menos desenvolvidas, pois
sua ingestdo, juntamente com o arroz, fornece um apropriado balanco de
aminoacidos (MOURA e CANNIATT-BRAZACA, 2006; BARRUETO- GONZALEZ,
2008; CARVALHO et al, 2011).

Devido ao seu valor nutricional, sua resisténcia as doencas e fazer parte do
habito alimentar, estad incluido no programa de biofortificacdo (BioFORT). Séo
produzidas as cultivares biofortificadas BRS Aracé, BRS Tumucumaque e BRS
Xiquexique. Podem ser comercializados como graos secos, imaturos, farinhas e
sementes (ROCHA, 2009).

3.5.2 Mandioca
Mandioca (Manihot esculenta Crantz) € um alimento altamente consumido no

Brasil, e bem aceito na maior parte das regifes. E rica em carboidratos, e a
biofortificada também é rica em compostos bioativos, como os carotenoides. E
altamente consumida pelos brasileiros, especialmente os de baixa renda. Em
relacdo a proteina, ela apresenta deficiéncia em aminoacidos sulfurados (BERNI,
2014).

Podem ser de coloracdo branca, amarelada, laranja, vermelha e roxa, tal
variacdo ocorre devido a quantidade e tipo de pigmento que elas possuem
(MEZETTE et al, 2009).

E uma planta cianogénica, podendo ser altamente toxica por liberar acido
cianidrico (CN-), além do sabor desagradavel, por isso é classificada em bravaou
amarga(teor acima de 100mg/kg). Enquanto, mansa ou doce, apresenta teor menor
que 100mg/kg, e possui sabor agradavel (MEZETTE et al, 2009; SILVA, 2016).

E um alimento veiculo de biofortificacdo devido a sua capacidade de resistir

as pragas e doencas.A variedade biofortificada € a BRS Jari, com aproximadamente
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9 ug de B-caroteno/g nas raizes frescas, no entanto, a mandioca convencionalndo

apresenta teores de 3-caroteno(SILVA, 2016).

3.6 Biodisponibilidade de nutrientes
Inicialmente, esse termo era utilizado na area farmacéutica para a utilizacao

dos compostos. Na nutricdo, a biodisponibilidade é a relacdo em que uma
determinada substéncia ativa é digerida, absorvida e metabolizada. Diferentemente,
a bioacessibilidade € caracterizada pela concentracdo de um nutriente liberado na
digestédo e torna-se mais disponivel para a absorcéo intestinal, englobando todas as
sequéncias do metabolismo (COZZOLINO, 1997; FENNEMA et al., 2008; COLLOU e
SILVA, 2016).

Diversos fatores influenciam na biodisponibilidade, por isso tem sido bastante
estudada para o entendimento do metabolismo, identificando fatores que podem ter
acOes positivas ou negativas na absor¢cdo de nutrientes(PARADA E AGUILERA
2007; CASGRAIN et al. 2010). Estudos afirmam que existe uma interacdo positiva
da vitamina A ao metabolismo de ferro, participando da regulacdo de alguns
proteinas envolvidas na absorcdo desse mineral (ARRUDA et al, 2009; CUNHA et
al, 2013).Diante disso, é importante avaliar esse efeito da interacdo e dos fatores
qgue influenciam positivamente, para uma melhor abrangéncia desse sistema de

biofortificacao.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Matéria-prima

Os alimentos testes foram fornecidos pela Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecuaria (EMBRAPA), sendo o feijao-caupi(Vigna unguiculata L Walp), cultivar
BRS Aracé, biofortificado com ferro e zinco e a mandioca (Manihot esculenta
Crantz), cultivar BRS Jari, com beta-caroteno (pro-vitamina A), além do arroz (BRS
Esmeralda) e feijdo-caupi convencional (Vigna unguiculata L Walp), cultivar BRS

Nova Era. A mandioca convencional foi obtida no mercado local.

4.2 Preparo das matérias-primas

O arroz e o feijao-caupi foramcozidos sob pressdocom agua deionizada (1:2
m/v), apds foram secos em estufa com circulacdo de ar por 48h a 55°C. Com auxilio
de um liquidificador doméstico os graos foram triturados e peneirados, até atingir a
consisténcia de farinha.

A mandioca passou apenas pelo processo de cozimento em ebulicdo com
agua deionizada por 15 min (1:2 m/v). Apdés esses procedimentos, foram
determinadas suas composi¢des nutricionais, em seguida, realizado o estudoin vivo.
As analises quimicas foram realizadas nos laboratérios de Quimica de Alimentos e
Bromatologia e os estudos in vivo, no laboratério de Nutricdo Experimental, ambos
da Universidade Federal do Espirito Santo. As analises biomoleculares foram
realizadas no laboratério de Nutricdo Experimental da Universidade Federal de
Vigosa — MG.

4.3 Determinacdo da Composicao dos alimentos

4.3.1 Proteinas
A concentracao de proteinas foi determinada pelo método Kjeldahl, segundo a
AOAC (1998), utilizando fator de converséo igual a 6,25.

4.3.2 Lipideos
A determinacdo de lipideos foi realizada em aparelho de Soxhlet, utilizando

éter de petréleo com o extrator solvente, por 4h, segundo a AOAC (1997).
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4.3.3 Umidade
A umidade foi determinada por secagem a 105°C em placas previamente

taradas, e submetidas a aquecimento em estufa de circulacdo forcada de ar
(Steck®), até peso constante, segundo AOAC (1997). Apds a secagem as amostras
foram resfriadas em dessecador com silica gel e pesadas em balanca analitica
digital (Shimadzu®). A umidade foi calculada pela diferenca entre a amostra imida e

a seca.

4.3.4 Cinzas
Para a determinacdo do teor de cinzas, as amostras foram pesadas em

cadinhos de porcelana, previamente secos e pesados, incinerados em mufla
(Stecno®) a 550°C, por 6h. Posteriormente, os cadinhos foram resfriados em
dessecador com silica gel e novamente pesados em balanca analitica digital. O teor
de cinzas foi determinado a partir da diferenca de peso da amostra antes e apos a
incineracéo, segundo AOAC (1997).

4.3.5 Fibras
A determinacdo dos teores de fibras solavel e insoltuvel, foram realizadas de

acordo com o método enzimatico-gravimétrico (AOAC,1992), utilizando-se a-amilase
termorresistente, protease e amiloglicosidade, para a hidrélise enzimatica. Para a
filtrac&o utilizou-se cadinhos de vidro e celite como auxiliar de filtragéao.

4.3.5.1 Preparo dos cadinhos
Os cadinhos foram deixados de molho com detergente neutro a 20%, durante

24h. Foram enxaguados com agua ultra pura e com vacuo em ambos 0s sentidos.
Foram secos em estufa a 105°C por 1h e incinerados em mufla a 525°C por 5h e
45min. Foram resfriados, e em seguida lavados 5 vezes com 20mL de HCI 0,5N e
posteriormente enxaguados trés vezes com 20mL de agua destilada no sentido
oposto. Os cadinhos foram secos em estufa a 105°C por 12h e pesados. Foi pesado
1g de celite e foi adicionado aos cadinhos, que foram novamente secos a 105°C por
12h e ap0s esse processo, foram pesados.
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4.3.5.2 Obtencéao do hidrolisado
Foi pesado em duplicata em torno de 1g de amostra (com precisdo de

0,1mg) em um béquer de 600mL. Foi adicionado em cada béquer 50mL de tampé&o-
fostato 6,0. Na solugédo foi adicionado 0,1mL de a-amilase termorresistente. O
béquer foi tampado com folha de aluminio e aquecido em banho-maria (Tecnal®) a
97°C por 30 minutos, com agitacdo a cada 5 minutos.

As amostras foram resfriadas a temperatura ambiente. O pH foi ajustado
para 7,5 0,1 adicionando em torno de 10mL de NaOH 0,275N. Em seguida, foi
adicionado 0,1mL de protease (5mg/0,1mL) na solucdo pré-digerida eo béquer
novamente tampado com a folha de aluminio e incubado a 60°C por 2h, com
agitacao horizontal (100rpm).

Ap6s o hidrolisado ser resfriado a temperatura ambiente, foram adicionados
em torno de 10mL de HCI 0,325N com finalidade de ajustar o pH em 4,3+0,3.
Posteriormente, foi adicionado 0,1mL de amiloglicosidase na solucdo e o béquer foi
novamente tampado com folha de aluminio e incubado a 60°C por 2h com agitacéo

horizontal (100rpm), para obtencao do hidrolisado final.

4.3.5.3 Determinacao da fibra insoluvel
Os cadinhos com celite foram lavados com agua ultra pura usando bomba a

vacuo (Tecnal®). O hidrolisado contendo o residuo foi transferido quantitativamente
para os cadinhos e filtrados a vacuo. O residuo nos cadinhos foram lavados com
10mL de &gua ultra pura (2 vezes), 20mL de etanol 95% (2 vezes) e 20 mL de
acetona (2 vezes). Apds esse processo, 0s cadinhos foram colocados em estufa a
105°C, overnight e em seguida pesados. Por fim, foram quantificados os teores de

proteina e de cinzas.
Célculo utilizado para a determinacéo da quantidade de fibra insolUvel da amostra:

FAl % =RI-P —-C —BI x 100

m
Rl = Média do residuo insoluvel da amostra (mg)
P = Média de proteina do Rl (mg)
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C = Média de cinzas do RI (mg)

m = Média do peso das amostras (mg)
Bl=Rls-Ps-Cs

Rls = Média do residuo insoluvel do branco (mg)
Ps = Média de proteina do Rls (mg)

Cs = Rlg de cinzas do Rls (mQ)

4.3.5.4 Determinacdo da fibra soluvel
Os cadinhos foram lavados duas vezes com 10mL de etanol 98%. A fracao

soluvel reservada no béquer foi transferida para o cadinho, apos essa filtragem pela
bomba a vacuo, o cadinho foi lavado trés vezes com 20mL de etanol a 78%, duas
vezes com 20mL de etanol a 95% e duas vezes com 20mL de acetona.

Os cadinhos foram colocados em estufa a 105°C overnight e em seguida
pesados. Depois metade dos cadinhos foram incinerados em mufla por 5h e
45minutos a 525°C para a determinacdo de cinzas, e a outra metade foi realizada

analise de proteina.
Célculo utilizado para a determinacdo da quantidade de fibra solivel da amostra:

FAS % =RS-P-C-BS x100

m

Rl = Média do residuo insoluvel da amostra (mg)
P = Média de proteina do RS (mg)

C = Média de cinzas do RS (mg)

m = Média do peso das amostras (mg)

Bl = RSe- Ps-Cs

Rls = Média do residuo soltuvel do branco (mg)

17



Ps = Média de proteina do RSs (mg)

Cs = Rlg de cinzas do RSg (mg)

4.3.6 Carboidratos
O teor de carboidratos foi obtido da diferenca entre o total da amostra (100%)

e os teores de proteina, lipideo, fibra alimentar, umidade e cinza, segundo Brasil,
(2001)

4.3.7 Compostos Fendlicos

4.3.7.1 Preparo do extrato
Foram utilizados o correspondente a 2g das amostras, a qual foi extraida em

20mL de metanol a 60% (v/v), sob aquecimento (100°C) e agitacdo constante por
um periodo de 2 h. Apés esse periodo foram centrifugados a 5.500rpm por 24min a
24°C, segundo metodologia descrita por Castro et al. (2009).

4.3.7.2 Doseamento de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau
A estimativa do teor de compostos fendlicos totais foi determinada pelo

método espectrofotométrico de acordo com Singleton et al. (1999), utilizando o
reagente de Folin-Ciocalteu. Foi construida uma curva padrao de &cido gélico e os
resultados foram em mg de Equivalente de Acido Galico (EAG). A mensuracgio por

espectrofotometro ELISA (ThermoScientific®) a 760nm.

4.3.8Teor de ferro
Foi pesado 0,25g de amostra, e colocada em tubo de digestdo, sendo

adicionados a mistura acidonitrico-perclorico (3:1), e realizado pré-digestéao, por 12h
em temperatura ambiente. Apds, foram levados ao bloco digestor, a 250°C,
aumentando gradativamente.

Foram adicionados 10mL de agua destilada nas amostras em temperatura
ambiente e agitado em agitador magnético. A amostra digerida foi transferida para

baldo de 25mL e completado com agua destilada e filtrada com papel filtro. Por fim,
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foi feita a leitura em espectrofotdmetro de absorcédo atbmica(HE, LOGAN e TRAINA,
1995).

4.3.9 Valor Energético Total (VET)
Foi calculado de acordo com Watt e Merril (1963), utilizando os fatores de

converséao de Atwater (carboidratos = 4,0kcal; lipidios = 9,0kcal; proteinas = 4,0kcal).

4.3.10Fitato
A determinacéo de &cido fitico foi segundo Latta e Eskin (1980).Foi pesado 1g

de amostra em um erlenmeyer e adicionou-se 5mL de HCI a 2,4% para posterior
incubacdo em banho-maria a temperatura ambiente e agitacdo constante por 12h.
As amostras contidas nos erlenmeyers foram filtradas utilizado bomba a vacuo e
papel filtro de Whatman.

Para o método colorimétrico, o fitato de sodio foi utilizado como padrao. Foi
feita uma solucdo estoque na concentracdo de 1 mg/mL de &cido fitico, e em
seguida foram feitas as diluicdes nas concentracfes: 100, 75, 50, 25 e 10 pg/mL,
respectivamente. Foi adicionado 1 mL de reagente de Wade (0,03g de FeCl36H20 e
0,3g de acido sulfosalicilico, diluidos em 100ml de agua deionizada) em cada 3 mL
da amostra ou do padrdo. A leitura foi feita a 500 nm, utilizando a agua deionizada

como branco. Os valores foram expressos em g/100g.

4.3.11Razéao molar fitato/ferro

O calculo foi realizado por meio da divisdo do valor em molar de fitato e de
ferro de cada amostra e dieta experimental. Foi considerado no calculo, o peso
molar do hexafosfato de mio-inositol (IP6) e do ferro,de 660g/mol e 55,85 g/mol,
respectivamente. Ambos, fitato e ferro, tiveram seus valores representados em

g/100g neste calculo.

4.4Biodisponibilidade de ferro

4.4.1 Preparo da dietas
As dietas foram preparadas de acordo com a dieta AIN-93G (REEVES et al,

1993), indicada para animais em fase de crescimento. Foram ajustadas para
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fornecer 12mg Fe/kg de dieta, procedentes do sulfato ferroso (FeSO4), na dieta
controle e da farinha de feijdo-caupi, nas dietas testes.

Para o célculo das dietas testes, foi utilizado o teor de ferro e proteina dos
feijbes. Com isso foi estabelecida a quantidade de feijdo, mandioca e arroz que
foram usadas na dieta, como também a quantidade de albumina para completar em
cada dieta, a fim de obter dietas isoproteicas.

Os ingredientes usados em maiores concentracdes foram pesados,
individualmente, em balanca (Radwag®). Os ingredientes usados em menor
proporcado foram pesados em balanca analitica (Shimadzu®). Inicialmente foram
misturados manualmente em vasilhames de plastico previamente lavados e
enxaguados com agua ultra pura, apés foram misturados em batedeira semi-
industrial (Venancio®), com baixa rotagdo, por 20 min e armazenados a 8°C em
sacolas plasticas devidamente etiquetadas.

Os grupos experimentais receberam a seguinte composicao

Grupo SF: Sulfato ferroso

Grupo FCMC: feijao convencional + mandioca convencional

Grupo FCMB: feijdo convencional + mandioca biofortificada

Grupo FBMC: fejao biofortificado + mandioca convencional

Grupo FBMB: feijao biofortificado + mandioca biofortificada

Todos os grupos receberam adicdo de arroz convencional, exceto o grupo sulfato

ferroso.
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Tabela 1: Composicédo das dietas testes

REPLECAO(g/1000q)

ALIMENTOS DEPLECAO SF FCMC FCMB FBMC FBMB
Sulfato - 0,1495 - - - -
Ferroso

Feijdo NOVA - - 253 253 - -

ERA
Feijio ARACE - - - - 216 216
Arroz - - 214 214 182 182
Mandioca - - - 96 - 82
biofortificada
Mandioca - 96 - 82 -
convencional
Albumina 200 200 80 80 87 87
Maltodextrina 132 132 132 132 132 132
Sacarose 100 100 100 100 100 100
Oleo de Soja 70 70 70 70 70 70
Celulose 50 50 - - - -
Mix minerais 35 35 35 35 35 35
0% Ferro
Mix vitaminico 10 10 10 10 10 10
L-Cistina 3 3 3 3 3 3

Bitartarato de 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Colina
Amido 397,5 397,5 4.5 4.5 80,5 80,5

SF: Sulfato ferroso;FCMC: Feijao convencional e Mandioca convencional; FCMB: Feijao convencional

e Mandioca biofortificada; FBMC: Feijao biofortificado e Mandioca convencional, FBMB: Feijao

biofortificado e Mandioca biofortificada.

4.4.2 Ensaio Biolégico

Para o ensaio bioldgico, foram utilizados 40 ratos machos da linhagem Wistar,
recém-desmamados, provenientes do Biotério Central da UFES campus Maruipe,
com peso inicial médio de 70 g. Foi realizado o método de deplecdo/replecdo de
hemoglobina, seguindo a técnica da AOAC (1998), com adaptacdo para 21 dias de

deplecdo e 14 dias de replecdo. Este periodo foi suficiente para provocar anemia

moderada.

4.4.2.1 Fase de deplecéo

Os animais foram mantidos individualmente em gaiolas em acgo inoxidavel,

com temperatura de 23°C+1° C e fotoperiodo de 12h.

Primeiramente, os animais receberam a dieta de deplecao, isenta de ferro,

por 21 dias e agua ultra pura ad libitum. Apds esse periodo foi quantificada a
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hemoglobina, foi colhido sangue (10 pL) pela extremidade da cauda para
determinacdo de hemoglobina e os animais anémicos foram divididos em 5 grupos
de 8 ratos cada, de acordo com a concentracdo de hemoglobina, de maneira que as

médias dos grupos fossem as mais proximas possiveis.

4.4.2.2 Fase de replecéo
Os animais foram de cada grupo receberam as dietas testes (12mg Fe/kg de

dieta), sendo que o grupo controle o teor de ferro derivou do sulfato ferroso. Nesta
fase os animais foram mantidos em suas dietas experimentais por 14 dias e
receberam &gua ultra puraad libitum. A ingestdo de dieta foi controlada, fornecendo
aproximadamente 18g de dieta por dia. Ao final desta fase, foram realizadas
dosagens de hemoglobina dos animais, e calculou-se o ganho de hemoglobina pela
diferenca dos valores obtidos ao final das fases de replegéo e deplecao.

Ao término da fase de replecdo, os animais foram anestesiados com solugéo
de anestésico (0,2 mL de anestésico/100 g de animal) com cloridrato de xilazina 2%
(Syntec) e cloridrato de cetamina 10% (Syntec). Foram colhidos o figado e 5cm do
intestino delgado superior, medidos imediatamente abaixo do estbmago dos animais
para determinacdo de analise biomolecular. Os Valores Relativos de
Biodisponibilidade (RBV) de ferro dos alimentos testes foram calculados

considerando o padréo (sulfato ferroso) com biodisponibilidade igual a 100%.

4.4.2.3 Ganho de peso, consumo alimentar e coeficiente de eficiéncia alimentar
Calculou-se o0 ganho de peso e o consumo alimentar dos animais por meio do

monitoramento semanal do peso dos animais e da dieta ofertada e restos
alimentares. O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) foi calculado pela relacdo do

ganho de peso do animal (g) pelo consumo de dieta (g).

4.4.3 Determinagéo da hemoglobina
Para a determinacdo da hemoglobina (Hb) foi utilizado o método da

cianometahemoglobina (AOAC, 1984), utilizando kits comerciais Bioclin ®.
O volume de10 pL de sangue da cauda dos animais foi misturado a 2,5mL do
reagente de cor da solu¢do de Drabkin, composta de cianeto de potassio e acido

cianidrico. Esse método baseia-se na reagao colorimétrica, entre o ferro presente na
22



hemoglobina e o cianeto da solucdo de Drabkin, formando cianometahemoglobina,
de coloracdo vermelha, cuja intensidade varia de acordo com o teor de ferro
presente no sangue analisado. Pipetou-se 250uL em placa de ELISA de 96 pogos e
procedeu-se a leitura de absorbancia em espectrofotbmetro ELISA
(ThermoScientific®), no comprimento de onda de 540nm.

Com base na absorbancia, calculou-se a concentracédo de hemoglobina (g/dL)
em cada amostra de sangue a partir da concentracdo conhecida padréo, fornecida

pelo kit comercial.

4.4.3.1 Eficiéncia na regeneracdo de hemoglobina (HRE)

Foi calculada utilizando a férmula:

HRE (%) = [100 x (mg Fe da Hb final — mg Fe da Hbinicial)]/Fe consumido, de
acordo com (HARO-VICENTE et al., 2008).
Hb final = Hemoglobina final
Hb Inicial = Hemoglobina inicial

Estima-se o teor de ferro na hemoglobina: [peso corporal (g) x Hb (g/L) x
0,335 x 6,7]/1000.

Essa variavel foi calculada assumindo que o volume sanguineo total € igual a
6,7% do peso corporal do rato e o ferro corporal no teor de hemoglobina como
sendo 0,335g/L.

O valor bioldgico relativo de HRE (RBV-HRE) foi calculado da seguinte forma:
RBV-HRE = HRE de cada animal / Média de HRE do controle positivo

4.5 Anélise biomolecular

4.5.1 Extracdo de mRNA total da mucosa duodenal e do figado

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen
Brasil Ltda.). Foram pesados aproximadamente 100 mg de figado e intestino, o qual
foi macerado continuamente em nitrogénio liquido e acrescido de 1 mL de trizol.
Transferiu-se 0 homogeneizado para um microtubo incubando-o por 5 minutos em
temperatura ambiente, sob agitacdo. Apoés a lise das células, o RNA foi extraido com

200 pL de cloroférmio (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.) e centrifugado a 12.000xg por 15
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minutos a 4° C. A fase aquosa foi entdo coletada e adicionada a 500 pL de
isopropanol (Sigma-Aldrich Brasil Ltda.), sendo incubada em temperatura ambiente
por 10 minutos agitando a cada trés minutos.

O RNA foi entdo precipitado por centrifugagéo a 12.000xg por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento lavado com etanol 75%, sendo entéo
centrifugado a 9.500xg por 5 minutos. Em seguida descartou-se o etanol 75% e o
sedimento foi incubado em temperatura ambiente para evaporacdo de todo etanol.
Por ultimo, o sedimento foi ressuspendido em 50 pL de &gua DEPC (agua milig
tratada com 0,01% de dietilpirocarbonato, Invitrogen Brasil Ltda., autoclavada duas
vezes) e armazenado a — 80°C.

Amostras de RNA foram quantificadas por espectrofotometria, com o uso do
acessorio puDrop Plate (Modelo Multiskan GO da ThermoScientific). O
espectrofotometro foi previamente zerado em relacdo a absorbancia com 2uL
deagua (branco), sendo em seguida aplicado sobre o nanocell 2 pL das amostras de
RNA (diluidas na proporcdo de 1: 10 com agua DEPC) obtendo-se os valores de
absorbéancia em dois comprimentos de onda: 260 nm e 280 nm.

A concentracdo de RNA assim como a absorbancia e a relacéo entre A260 e
A280 foram expressas automaticamente no espectrofotdmetro. A concentracdo do
RNA é obtida da seguinte forma: [RNA(ug/pL)] = A x A260 x diluicdo, onde A é uma
constante de cada substancia e é definida como a capacidade intrinseca do material
analisado de absolver luz em um determinado comprimento de onda. No caso do
RNA o valor desta constante é 40. A260 é a leitura da absorbancia da amostra no
comprimento de onda de 260 nm. Diluicdo corresponde ao numero de vezes que a

amostra foi diluida para ser feita a leitura.

4.5.2 Sintese cDNA
A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se o kit M-MLV Reverse

transcriptase (Invitrogen Brasil Ltda). Inicialmente 2 ug de RNA foram tratados com 2
uL de DNAse (Invitrogen Brasil Ltda.) e 1 uL de tampao completando o volume com
agua DEPC atée 10 pL. A mistura foi incubada durante 15 minutos em temperatura
ambiente para agdo da enzima DNAse. Em seguida foi adicionado 1 pL de EDTA
para inativacdo da enzima, deixando a reacdo durante 8 minutos em banho-maria a

65°C e posteriormente no gelo. Acrescentou-se a mistura 1 pL de oligodT a 100 uM
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e 1 uL de dNTPs a 10 uM (Invitrogen Brasil Ltda), sendo em seguida incubada por 5
minutos a 65°C.

Colocou-se novamente a mistura no gelo e foram acrescentados 7 pL do mix
(4 pL tampéo 5x FF, 2uL de DTT 0,1M e 1 pL de RNAse Out). Em seguida, a mistura
foi colocada em banho-maria a 37°C acrescentado em cada reacdo 1 pL de MMLV
reverse transcriptase deixando em banho por 1 hora. Para inativar a enzima
colocou-se o cDNA a 70°C durante 10 minutos. O cDNA foi quantificado por
espectrofotometria, com o uso do acessoério pDrop Plate (Modelo Multiskan GO da
ThermoScientific). Em seguida o cDNA foi armazenado a — 80°C até a reacdo de

amplificacdo por PCR em tempo real.

4.5.3. Quantificacdo dos transcritos por transcricdo reversa seguida de PCR
em tempo real
Utilizou-se o aparelho AB StepOne Real time PCR System (Applied

Biosystems) para execucgdo do experimento. Foi analisada a quantificacdo relativa
pelo método 2-22Ct descrito por Livak (2001). A deteccéo foi realizada pelo Reagente
SYBR Green Master Mix (AppliedBiosystems), sendo o gene da enzima
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) utilizado como controle interno para
quantificacdo do gene alvo. As amostras foram analisadas em duas repeticbes
bioldgicas, quantificadas em corridas independentes, sendo cada amostra avaliada
em duplicata em cada placa de reacdo. Os componentes para cada reacdo foram
2uL de cDNA, 50 pL de 2X SYBR Green Master Mix (AppliedBiosystem) e
iniciadores nas concentragdes 400 nM.

O teste de eficiéncia foi realizado em diluicbes seriadas de 1:10 do cDNA. As
reacoes foram preparadas para se obter um volume final de 0,8uL, sendo constituida
de: 2 uL do cDNA; 2,4 pL da mistura dos iniciadores a 2,5 M (senso e antisenso) e
5 pL do reagente Sybr Green. Os controles negativos (NTC) foram feitos
substituindo-se as amostras de cDNA pelo mesmo volume de 4gua na reacdo.As
condi¢cbes de amplificacdo para todos os genes foram, 95°C por 20 min, 40 ciclos de
desnaturacdo a 95°C durante 30 seg e anelamento e extensdo a 60°C durante 30
seg. Apd6s 40 ciclos de amplificacdo todas as amostras foram submetidas a

desnaturacao gradual para elaboracéao da curva de dissociacao.
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As amostras foram aquecidas até atingir o limite de 95°C.Sequéncia de
primer (Tabela 2) foram utilizadas para amplificar DMT-1(Transportador de metal
divalente), DcytB (Citocromo duodenal b), ferroportina e hefaestina no duodeno, no
figado foram analisadas os genes ferritina e transferrina. Os niveis de expresséo
relativa do mRNA foram normalizados pelo controle endégeno gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH). Todas as etapas foram realizadas usando condicdes livres
de RNase.

Tabela 2- Iniciadores utilizados no PCR em Tempo Real

Nome Iniciador 1 (5’ — 3’) Iniciador 2 (3’ - 5’)

GAPDH AGGTCGGTGTGAACGGATTTG TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA
Ferritina CAGCCGCCTTACAAGTCTCT ATGGAGCTAACCGCGAAGAC
Transferrina AGCTGCCACCTGAGAACATC CGCACGCCCTTTATTCATGG
Ferroportina TTCCGCACTTTTCGAGATGG TACAGTCGAAGCCCAGGACCGT
DMT-1 CTGATTTACAGTCTGGAGCAG CACTTCAGCAAGGTGCAA
Hefaestina  GGCACAGTTACAGGGCAGAT AGTAACGTGGCAGTGCATCA

Dcybt TGCAGACGCAGAGTTAAGCA CCGTGAAGTATACCGGCTCC

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; DMT-1: Divalent metal transporter-1 protein;
DcytB: Duodenal cytochrome B.

4.6 Andlise Estatistica
Os grupos animais (n=8) e analise biomolecular (n=5) foram comparados

usando analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey (p<0,05). A
analise estatistica foi feita com o programa SPSS Statistics Data Editor versdo 19.0
(IBM SPSS Statistics Base, DMSS, SP, Brasil).

4.7 Aspectos Eticos
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Protocolo n® 72/2016 em
07/04/2017 (ANEXO A).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composic¢ao quimica
A composicdo quimica das farinhas das matérias-primas encontra-se na
Tabela 3.

Tabela 3: Composicdo quimica dos alimentos testes (100g)

n=3 NE A MC MB ARR

Energia (Kcal) 294,40+0,70 269,52+0,89 315,50+1,12 231,72+0,26 371,11+1,48
Carboidrato(g) 44,62+0,82  34,48+0,43  75,48+0,37 53,23#0,29  81,23+0,70
Proteina (Q) 24,8+0,86 28,64+0,53  3,13+0,01 4,03+0,03 11,48+0,40
Lipideo (g) 2,00+0,05 1,90+0,17 0,12+0,28 0,30+0,11 0,03+0,05
Cinzas (9) 3,27+0,08 3,51+0,13 2,23+0,05 2,45+0,07 0,37+0,08
Umidade (g9) 7,54+0,07 6,14+0,05 10,19+0,09  10,00+0,20  6,54+0,45

NE: NOVA ERA (Feijdo caupi convencional); A: ARACE (Feijéo caupibiofortificado); MC: MANDIOCA
CONVENCIONAL; MB: MANDIOCA BIOFORTIFICADA; ARR: ARROZ CONVENCIONAL

Neste estudo houve grande variagdo quanto aos teores de proteina,
carboidrato e umidade entre os dois tipos de feijdes. O teor de proteina, lipideo,
cinzas e umidade encontrada nos feijdes se mostraram consonante aos teores
encontrados na literatura. No estudo de Salvador (2017), também realizado com
feijdo-caupi, encontraram teores de proteinas (22,87g/100g) e lipideos (1,95g/100g),
semelhantes a esse estudo, o teor de cinzas (1,97g/100g) se mostrou inferior ao
encontrado nesse estudo.

Brigide (2002) encontrou em feij6es irradiados, de 23,99/100g de proteina.
Assim como Bigonha (2013),no qual avaliaram variedades de feijdes biofortificados
BRS Agreste e Pontal, e encontraram teores de proteina de 23,40g/100g e
21,01g/100g, respectivamente. Vaz-Tostes et al. (2015)nas variedades BRS Pontal
(biofortificado)e Perola (convencional), encontraram teores proteicos de 18,369/100g
e 21,519/100g, respectivamente. Os teores apresentados estdo semelhantes a esse
estudo.

As poucas variagdes nas composi¢cdes podem ocorrer devido ao local em que
foi cultivado e as condi¢cdes ambientais. De acordo com estudo de Marinho, Pereira
e Costa (2001), feijdes-caupi tem teor de proteina um pouco maior que os feijoes
comuns (Phaseolus vulgaris), no qual varia de 20 a 30%.

De acordo com Pereira (2014), o teor de proteinas encontrado na linhagem
BRS Aracé, em gréos crus, foi de 24,89/100g, semelhante ao encontrado nesse
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estudo, apds a coccdo em panela de pressdo, houve reducdo no teor de proteina
para 13,12g/100g, inferior ao obtido neste estudo. E importante avaliar o teor de
proteina, pois pode aumentar a biodisponibilidade de ferro, devido & necessidade
dos transportadores de ferro durante a absor¢cdo (GERMANO, 2002).

Diniz et al (2001)encontraram teor de cinzas menor nos graos de feijao (1,77
a 1,279/100g) em relacéo a esse estudo. Em relacéo ao teor de lipideos, resultados
em leguminosas sdo baixos, assim como o0 encontrado nesse estudo (1,90 e
2,09/1009). Tais variagbes podem ser influenciadas pela linhagem, gendtipo, clima e
localizacdo em que foi cultivado (SALVADOR, 2017).

N&o houve grande variacdo nos teores de proteina, lipideo, cinzas e umidade
entre os dois tipos de mandioca. O teor de proteina encontrado nas farinhas de
mandioca foi superior aos estudos de Feniman, 2004 (0,70g/100g) e Dias e Leonel,
2006 (0,71g/100g). Houve variacdo entre os teores de carboidratos, a mandioca
convencional apresentou maior teor em relacdo a biofortificada, tal diferenca se da
devido ao elevado teor de fibras totais da mandioca biofortificada (Tabela 4).

No arroz, os valores de proteina se encontram acima das concentracdes
encontradas na Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO), da mesma
forma, os valores de lipideos séo superiores ao encontrado nessa tabela. Podendo
ser explicado devido a forma de preparacédo desse alimento para analise, uma vez
que para seu cozimento nao foi utilizado nenhum tipo de 6leo ou gordura para sua
preparacdo (NEPA-UNICAMP, 2006). Todos os alimentos utilizados sofreram
processamento de cozimento, com isso pode haver perdas dos nutrientes (SANTOS,
2016).

Os alimentos contém compostos que afetam a absorcdo de Ferro, tanto
positivamente quanto negativamente, na Tabela 4 estdo expressos os teores de
ferro, B-caroteno, compostos fendlicos, fitatos, relacdo molar fitato/ferro e fibras das

matérias-primas.
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Tabela 4: Teor de compostos fendlicos, fitatos e fibras dos alimentos testes.

n=3 NE A MC MB ARR

FITATOS 0,21+0,18 0,29+0,13 0,18+0,05 0,06+0,02 0,02+0,00
(g/1009)

FERRO
(mg/Kg)
RELACAO
FITATO/FERRO
COMPOSTOS
FENOLICOS
(mg acido
galico/100g)
FIBRA
TOTAL(g/100g)
FIBRA
INSOLUVEL 15,13 19,91 - - 0

(9/1009)

FIBRA
SOLUVEL 2,96 5,43 0,36
(9/1009)

43,83 52,41 5,96 12,33 1,94

4,11 4,73 25,41 4,15 6,98

0,04+0,00 1,42+0,05 0+0,00 0,41+0,1 0+0,00

18,09 25,34 - - 0,36

NE: NOVA ERA (Feijdo caupi convencional); A: ARACE (Feijdo caupibiofortificado); MC: MANDIOCA
CONVENCIONAL; MB: MANDIOCA BIOFORTIFICADA; ARR: ARROZ CONVENCIONAL

Neste estudo, foram encontrados teores de ferro de 43,83 e 52,41g/100g, em
feijdes caupi convencional e biofortificados, respectivamente. Moura e Canniatti-
Brazaca (2006) realizaram estudo com feijdo carioca cozido e obtiveram teor de
ferro de 101,3mg/kg, mais elevado do que o encontrado nesse estudo e também
Tako et al. (2009) encontraram teores de 78,8 (mg/kg) de ferro em feijées vermelhos.

Barbosa (2015) encontrou valores de 58,75mg/kg de ferro no feijdo comum,
de acordo com esta pesquisa. Petry et al (2014) encontraram em feijdes comuns
teores de 54 mg/kg de Fe e em feijdes biofortificados 88mg/kg de Fe, valores
superiores ao encontrado neste estudo.

Valores inferiores a esse estudo foram encontrados no estudo de Beiseigel et
al. (2017) em que feijdes carioca biofortificados obtiveram teor de ferro de 48,7
mg/kg de Fe. Outro estudo com feijdes biofortificados, BRS Agreste e Pontal,
também analisaram o teor de ferro, obtendo resultado superior a este estudo, de
96,4 e 84,6mg/kg de Fe, respectivamente (BIGONHA, 2013).

Correa (2017), encontrou resultados semelhantes a esse estudo, com teores
de 66,7 mg/kg de ferro nos feijdes convencionais e 57,8 mg/kg nos biofortificados.
Teores de ferro de feijdes biofortificados foram inferiores ao dos convencionais,

ocorrendo o inverso nesse estudo, 0 que era esperado.
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Em analise de feijdo fava cozido, Santos (2016) encontrou teores de 21,85 a
38,40mg/kg de Fe, observou-se também a diminuicdo do ferro em alimentos que
foram cozidos em relacdo ao gréo cru.

Além dos fatores antinutricionais, pode haver alteracdo na composi¢do do
alimento, devido ao processo de coccédo, reduzindo o teor de minerais, tais como
ferro e zinco (SANTOS, 2016).

Vaz-Tostes et al (2015) utilizaram feijao convencional e biofortificado para
avaliacdo de biodisponibilidade de ferro e encontraram teores de ferro semelhantes
a esse estudo, 60,52 e 52,43mg/kg de Fe, biofortificado e convencional,
respectivamente. Diferente de Pachén et al (2009) que entre feijao biofortificado e
convencional, ndo apresenta diferenca significativa.

A Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (TACO) apresenta o teor de
ferro em feijdo caupi cozido de 11mg/kg de Fe, valores baixos em relacdo a esse
estudo, ja o feijao cru, assemelha-se ao teor de Fe desse estudo, 51mg/kg (NEPA —
UNICAMP, 2006).

Carvalho et al (2012) avaliaram teores de ferro de raizes de clones de
mandioca rosada, encontrando valores entre 4,24 a 7,90mg/kg, resultado similar ao
encontrado na mandioca convencional desse estudo. Mezette et al
(2009)encontraram em raizes de mandioca cozidas resultado semelhante, com
teores de ferro de 6,2 a 10,9mg/kg, a variagdo ocorreu de acordo com os diferentes
gendtipos.

Em relacdo ao teor de ferro do arroz branco, Pereira et al (2009) encontraram
média de 14,50 e 5,12mg/kg de ferro em arroz integral e polido, respectivamente,
valor superior ao encontrado nesse estudo.

Um componente que reduz a biodisponibilidade do ferro € o fitato, que atua
formando complexos insollveis e com isso diminuindo a absor¢do(BARRUETO —
GONZALEZ, 2008).Brigide (2012) encontrou em feijdao comum teor de fitatos de 4,63
a 8,29mg/qg.

Beiseigel et al (2017) encontraram teores de fitatos superiores no feijao
carioca biofortificado do que no convencional, porém a relagdo molar fitato:ferro se
mostrou maior no feijdo comum, fator esse que pode influenciar na absorcdo desse
mineral. Nesse estudo, o teor de fitatos nao foi significativamente diferente entre os

feijdes. Tako et al (2015) também encontraram maior teor de fitatos em feijoes
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biofortificados, porém devido a quantidade maior de ferro nos biofortificados, a
relacédo fitato:ferro se mostrou maior no feijdo convencional.

A razdo molar fitato:Fe avalia indiretamente a biodisponibilidade de ferro,
quando o resultado é maior que 1 significa que pode haver baixa biodisponibilidade
(HALLBERG, BRUNE e ROSSANDER, 1989). Nesse estudo, todos os alimentos
foram superiores a 1. Para feijdes os valores ficaram entre 4 e 7, exceto a mandioca
convencional, em que resultado obtido foi 25,41. De acordo com Correa (2017), a
razao molar encontrada para feijdes caupi convencional e biofortificado, sugerem
que o fitato pode comprometer a biodisponibilidade de ferro.

Um fator que reduz o teor de fatores antinutricionais como fitatos é a coccéao.
Mosha, Gaga e Pace (1995) notaram reducdes de aproximadamente de 30% de
fitatos apOs cozimento em um tempo de 10.

Fitatos podem reduzir a biodisponibilidade de calcio, magnésio e zinco, pois
formam quelatos que diminuem essa absorcdo (GERMANO, 2002). Porém, além do
seu efeito negativo, os fitatos tém importancia por ser reserva de fosforo e pelo seu
poder antioxidante, atuando reduzindo a formacao de radicais livres, prevenindo o
surgimento do cancer (NAKAJIMA, 2010; BIGONHA, 2013).

Outro fator que influencia negativamente na absorcdo de ferro sdo os
compostos fenodlicos. Neste estudo os teores de compostos fendlicos das duas
variedades de feijdo variaram de 0,04 a 1,42 mg/100g. Um dos fatores que
aumentam no teor desses compostos sdo a maceracgao e a cocgao dos graos, pois
com a solubilidade dos compostos fendlicos, os mesmos séo liberados (AFONSO,
2010).

Além do teor de ferro, deve ser levado em consideracdo a sua
biodisponibilidade, podendo ser influenciado por diversos fatores, principalmente por
outros alimentos presentes na dieta (GERMANO, 2002; HUNT, 2017).

No estudo deSilva, Rocha e Brazaca (2009) foram encontrados teores para
compostos fendlicos de 4,51+0,1mg/g e 2,13t0mg/g, do BRS Pontal e Supremo,
respectivamente, ambos feijdes comuns, superiores aos encontrados nesse estudo.
Possivelmente este fator se deve a coloracdo mais escura do feijao comum em
relacdo ao caupi. Os compostos fendlicos encontram-se na parte que reveste o

feijdo, chamado tegumento e com isso o teor pode variar dependendo da variedade,
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do seu processamento, da maturacdo, armazenamento, entre outros (BENINGER e
HOSFIELD, 1998).

Luthria e Pastor-Corrales (2005) analisaram compostos fendlicos que
compdem os feijdes, dentre as 15 variedades analisadas, foram detectados, acido
pcumarico, acido ferulico e acido sinapico, no qual o teor de compostos fendlicos
variou de 19,1 a 49,3 mg/100g.

Silva et al (2014) determinaram teores de compostos fenolicos em 3
variedades de mandioca entre 0,68 até 21,02 mg/g, dentre as variedades branca,
amarela e rosada cozidas. Neste estudo, foram encontrados teor médio de 0,41mg
de acido galico/100g na mandioca biofortificada, na convencional ndo foram
encontrados teores de compostos fendlicos.No arroz ndo foram encontrados
compostos fendlicos na amostra devido a sua coloracdo clara (arroz polido) e as
perdas que ocorridas durante a coccgao.

As fibras também podem exercer efeitos negativos na absorcéo do ferro, ela
pode se ligar aos ions de minerais e impedir essa absorcdo. Além disso, a fibra ao
exercer influéncia do transito intestinal, diminuindo o tempo, pode reduzir a absorgéao
de minerais (BERNAUD e RODRIGUES, 2013).No estudo de Bigonha (2013), ndo
foram encontradas relacdo negativa entre o consumo de fibras e a biodisponibilidade
de ferro em animais.

O teor de B-caroteno utilizado como referéncia nesse estudo, foi de 9ug/g,
meta dos cultivares da rede de biofortificagdo BioFORT. Berni (2014) encontrou em
mandiocas da linhagem BRS Jari cozidas teores de 6,4 pg/g, valor inferior ao
apresentado pela BioFORT. Também encontrado por Silva et al (2014) em que
foram encontrados teores de 2,12 ug/g em mandioca na variedade branca, e 14,74
ug/g, na amarela, todas elas ap6s o cozimento.

Nascimento (2006) avaliou teores de -caroteno em mandioca convencional
cozida, e encontrou valores de 2,0 e 2,4 ug/g. Demonstrando o reduzido valor em
relacdo a mandioca biofortificada.

Reducéo de teores de carotendides pro vitamina A podem ser consequéncia
do tempo de exposicdo ao tratamento térmico que foram submetidas, como por
exemplo, a secagem. Como os isémeros cis sdo suscetiveis a degradacdo, podem
ter havido perdas (NASCIMENTO, 2006).
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E de grande relevancia compreender que o aumento de B-caroteno nio é a
Gnica caracteristica que se almeja em um alimento, mas também a sua capacidade
de resistir as doencgas e seu valor econémico, devido a grande produtividade e boa
aceitacdo no mercado. Sendo assim, a mandioca € considera um bom veiculo de
biofortificacdo (MILLER e WELCH, 2013).

5.2 Ensaio bioldgico
Houve diferenca significativa entre os grupos no ganho de peso, sendo o

grupo que continha feijdo e mandioca biofortificados, superior aos demais

grupos(Tabela 5).

Tabela 5: Ganho de peso, consumo alimentar e coeficiente de eficiéncia
alimentar nos grupos experimentais.

GRUPOS Ganho de Consumo CEA
EXPERIMENTAIS peso alimentar
(n=8) 9) (9/dia)
SF 45,41+£12,89 16,17+1,432 0,20+0,04°
FCMC 59,66+13,74° 16,18+2,1528 0,26+0,042
FCMB 57,90+15,95° 16,91+2,462 0,24+0,052°
FBMC 57,66+8,13° 16,61+1,812 0,25+0,02%
FBMB 79,54+14,92% 17,63+2,05% 0,28+0,052

SF: Sulfato ferroso; FCMC: Feijdo Nova Era+ Mandioca convencional; FCMB: Fejao Nova era +
mandioca biofortificada; FBMC: Feijdo Aracé+ Mandioca Convencional;, FBMB: Feijdo Aracé +
Mandioca Biofortificada

CEA: Coeficiente de Eficiéncia Alimentar

Médias seguidas de uma mesma letra na coluna nédo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)

Essa diferenca demonstra que a dieta com alimentos biofortificados supre
as necessidades dos animais, fornecendo um ganho de peso com maior eficacia. De
acordo com Toaiari et al (2005), essa diferenca do ganho de peso se deve pela
biodisponibilidade de ferro nas dietas testes.A deficiéncia de ferro, resultante
delongo perido de deplegcédo, pode acarretar em uma dificuldade de absorcéo,
ocasionando menor ganho de peso nos animais (BARBOSA, 2015).

Beiseigel et al (2017), avaliaram em pintinhos a biodisponibilidade de ferro
em feij0es carioca convencionale biofortificados, foi observado que apds o periodo
de replecdo os pesos corporais foram maiores nos grupos que receberam o feijao

biofortificado, e consequentemente maior teor de hemoglobina.
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N&o houve diferenca significativa dos grupos controle e testes, para consumo
alimentar. O CEA relata a conversao de energia que foi consumida em ganho de
peso corporal (SALERNO, 2014).

A dieta é baseada na AIN-93G, em que a recomendacao de fibras para os
animais sdo de 50g/kg de dieta, como as matérias-primas ja continham teores de
fibras, ndo foi acrescentado celulose, diminuindo assim a interferéncia das fibras no
consumo alimentar, ganho de peso e absor¢éo de ferro. O feijdo € um alimento com
alto teor de fibras, pois a quantidade € superior a 69/100g em alimentos soélidos
(BRASIL, 1998).

As dietas formuladas foram para fornecer 12mg/kg de ferro, segundo a
metodologia AOAC (1998). E de grande importancia a realizacdo da eficiéncia de
regeneracao de hemoglobina, em que levard em consideragdo o consumo de ferro e

o0 ganho de hemoglobina (Tabela 6) dos animais de cada grupo.

Tabela 6: Concentracdo HB inicial, final e ganho de Hbna fase de replecéo

GRUPOS Hb inicial Hb final Ganho Hb
EXPERIMENTAIS (g/dL) (g/dL) (g/dL)

(n=8)

SF 6,25+0,56 8,04+0,84 1,79+1,04

FCMC 6,25+0,52 7,98+1,04 1,73+1,13

FCMB 6,24+0,53 7,99+0,70 1,75+0,74

FBMC 6,26+0,47 8,1+1,18 1,83+1,14

FBMB 6,29+0,46 8+0,93 1,72+0,78

SF: Sulfato ferroso; FCMC: Feijdo Nova Era+ Mandioca convencional; FCMB: Fejdo Nova era +
mandioca biofortificada; FBMC: Feijdo Aracé+ Mandioca Convencional, FBMB: Feijdo Aracé +
Mandioca Biofortificada

Hb: hemoglobina;
Médias numa mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05).

A concentragdo de hemoglobina da fase de deplecdo nao diferiu
significativamente entre 0s grupos, uma vez gue os animais foram agrupados para
manter homogénea a média de hemoglobina.

De acordo com o Centro de Criacdo de Animais de Laboratério da Fundacao
Oswaldo Cruz (2005), a faixa de hemoglobina normal se da na faixa de 7,2 a 16g/dL,
abaixo desse valor, o animal € considerado anémico. Entdo, os animais foram

considerados anémicos ao final do periodo de deplecdo e separados em grupos
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para que ficassem uniformes as faixas em cada grupo para a realizacdo do periodo
de replecao.

Sendo assim, o0s grupos iniciaram a fase de replecdo em condicdes
semelhantes. Todos o0s animais recuperaram parcialmente da anemia provocada
durante o periodo de deplecdo. Com isso, foi verificada a relacédo entre o ganho de

hemoglobina e ferro consumido (Tabela 7).

Tabela 7: Teor de ferro consumido/dia, ganho de hemoglobina/ferro
consumido, eficiéncia de regeneracdo de hemoglobina (HRE) e valor de
biodisponibilidade relativo (RBV de HRE).

DIETAS Fe Ganho de HB (g/dL) HRE (%) RBV de
(n=8) consumido por Fe consumido HRE(%)
(mg) 9)

SF 2,72+0,24 0,65 +0,36 51,02 +19,34 100,0
FCMC 2,72+0,36 0,67+0,48 57,96+14,25 113,60
FCMB 2,84+0,41 0,61+0,25 57,17+£13,10 112,05
FBMC 2,79+0,30 0,69+0,47 60,54+17,27 118,67
FBMB 2,96+0,34 0,57+0,25 63,97+18,17 125,39

SF: Sulfato ferroso; FCMC: Feijdo Nova Era+ Mandioca convencional; FCMB: Fejao Nova era +
mandioca biofortificada; FBMC: Feijdo Aracé+ Mandioca Convencional;, FBMB: Feijao Aracé +
Mandioca Biofortificada

Fe: ferro

HRE: Eficiéncia de regeneracdo da hemoglobina

RBV: valor relativo da biodisponibilidade

Médias numa mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)

A literatura evidencia que a vitamina A auxilia na absorcdo de ferro, porém
nesse estudo ndo houve diferenca significativa (p<0,05) no ganho de hemoglobina
por ferro consumido nos diferentes grupos. A eficiéncia de regeneragdo de
hemoglobina ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos, independente da
presenca de mandioca.

Tako et al (2015) realizaram estudo de biodisponibilidade de ferro em frangos,
com feijdes carioca, obtiveram resultado significativo na absorcdo de ferro nos
grupos que continham feijdes biofortificados em relagdo ao convencional. Nakajima
(2010) utilizou como modelo de avaliacdo, milho biofortificado com ferro,
encontrando biodisponibilidade maior em relagcdo ao grupo controle (sulfato ferroso),
exceto um grupo, o Caimbé (15,09mg/kg).

Bigonha (2013) avaliou a biodisponibilidade de feijoes biofortificados da

cultiva BRS Agreste (84,6mg/kg) e BRS Pontal (96,4mg/kg), ndo encontrou diferenca
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significativa entre os feijdes em relacéo ao grupo controle (sulfato ferroso), relatando
a eficiéncia dos feijdes na recuperacédo de hemoglobina.

Um fator que influencia positivamente na avaliagdo da biodisponibilidade de
ferro em ratos, é a capacidade de sintetizar &cido ascorbico, com isso pode haver
maior absorcdo do ferro. Outro fator € a presenca da fitase, que aumenta a
biodisponibilidade de minerais, devido a capacidade de desfazer os quelatos do
fitato com minerais. Apesar desse modelo animal poder superestimar a
biodisponibilidade, é vantajoso devido ao facil manuseio e alocacéo, além do baixo
custo, como também o auxilio na definicdo de gendétipos que podem ser melhorados
em programas de biofortificacdo (CARDENAS, 2006).

A biodisponibilidade de ferro néo diferiu entre os grupos quando se avalia o
ganho de hemoglobina, isso pode ocorrer devido aos fatores antinutricionais, como
fitatos. Estudo com mulheres mostrou através da ingestdo de isétopos estaveis de
ferro, que a reducdo de fitatos em feijdes comuns, aumenta a absorcao de ferro
(PETRY et al, 2015).

Murray-Kolb et al. (2017) utilizou o método de deplecéo/replecdo em leitbes,
com dietas a base de feijdes de graos brancos e vermelhos, ndo obtiveram diferenca
significativa na concentracéo final de hemoglobina entre os grupos. Estudo realizado
com porcos, as dietas foram marcadas intrinsecamente com isétopos estaveis,
utilizando feijdes brancos e vermelhos enriquecidos com ferro e zinco, obtiveram
absorcao de ferro de 9,8% e 10,9%, respectivamente (TAKO et al, 2009).

Em humanos a biodisponibilidade de ferro, foi avaliada a interacdo da
vitamina A na absorcdo do ferro, os grupos com e sem vitamina A ndo foram
significativamente diferentes. Observaram diferenca quando os alimentos eram
ofertados com agua ou café, mostrando efeito significativamente maior quando
consumidos com agua em relacdo ao café, devido a a¢éo antinutricional dos taninos
(WALCZYK et al, 2003).

Arruda et al. (2009) observaram que alimentagdo deficiente em vitamina A
por 57 dias, influencia em menor ganho de peso e maior concentracdo de

hemoglobina nos animais.
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5.3 Analises Biomoleculares
Os marcadores biomoleculares do metabolismo do ferro estéo
mostradosnas Figuras 2a e 2b (figado) e nas Figuras3a, 3b, 3c e 3d (intestino).

O grupo FBMC (6,28+2,68) teve maior expressao génica de ferritina no figado
(Figura 2a). Demonstra que ocorreu maior acumulo de ferro ao organismo,
associando-se, possivelmente, ao menor teor de carotenoides pro-vitamina A da
mandioca convencional. Inversamente a este resultado, o grupo FBMB (0,67%0,5)
apresentou menor expressdo génica, podendo estar associado a atuacdo da
vitamina A na liberacdo do ferro da reserva hepatica.De acordo com Martini (2002),
ha uma relacdo inversa na presenca de retinol e ferro no figado. A transferrina tem a
funcdo de transportar o ferro no plasma até os locais em que eles serdo utilizados
pelo organismo (GROTTO, 2008).

Semelhante a esse estudo Tako, Hoekenga e Kochian (2013), utilizando milho
biofortificado com ferro, também obtiveram maior expressdo de ferritina nos grupos
alimentados com amostra biofortificada.A ferritina tem a fungdo desse
armazenamento de ferro, quando ha excesso de ferro nas células, sendo capaz de
evitar danos oxidativos(ARRUDA, 2013).

O transportador transferrina (Figura 2b) foi menos expresso nos grupos que
continham feijdo-caupi convencional, FCMC (0,27+0,19) e FCMB (0,33%0,18),
sugerindo menor liberacdo de ferro para ser absorvido nos enterdcitos. Resultado
compativel com a biodisponibilidade encontrada nesse estudo, que houve menor
absorcdo, embora nao significativa nos grupos com feijdo-caupi convencional,
independente a presenca de vitamina A.

Dias et al (2015), ao avaliar a expressao génica de ferritina, encontraram
menor expressdo de ferritina no figado dos animais alimentados com feijao
biofortificado com ferro (BRS Pontal), sem adicdo abdbora ou batata-doce

biofortificadas com beta-caroteno, contrapondo os resultados do presente estudo.
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Figura 2: a) Analise biomolecular de mRNA de ferritina; b) Analise biomolecular de

MRNA de transferrina
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SF: Sulfato ferroso; FCMC: Feijdo Nova Era+ Mandioca convencional; FCMB: Fejdo Nova era
+mandioca biofortificada; FBMC: Feijdo Aracé+ Mandioca Convencional; FBMB: Feijdo Aracé +
Mandioca Biofortificada

N&o houve diferenca significativa na expressdo de mRNA de DCytB (Figura
3a). Dias et al (2015) encontraram maior expressao de DCytB no grupo que continha
feijdo biofortificado associado a vitamina A, contrapondo os achados desse estudo.

O transportador de ferro no enterdcito, DMT-1, também n&o diferiu entre os
grupos (Figura 3b), embora os grupos com mandioca biofortificada, FCMB
(1,69+2,67) e FBMB (2,06+£0,99), tenham apresentado numericamente valores
superiores ao grupo controle e os grupos que continham mandioca convencional. E
possivel que o maior teor de carotenoides tenha auxiliado na mobilizacdo do ferro,
como apontam os estudos que afirmam o papel da vitamina A no metabolismo do
ferro (LAYRISSE, 1997; LYNCH, 1997; SALES, 2012).

Ao analisar os niveis de expressdo de DMT-1, Moreira (2009) ndo encontrou
diferenca significativa entres os grupos que eram tratados com 35mg de Fe/kg de
dieta com e sem vitamina A, sugerindo que a vitamina A nao atua diretamente nos
niveis de DMT-1.

N&o houve diferenca significativa entre os grupos alimentados com feijao caupi,
independente da presenca da mandioca biofortificada quanto ao mMRNA de
hefaestina (Figura 3c). Entretanto, os grupos contendo feijao biofortificado, FBMC
(0,56+043) e FBMB (0,47+0,39) nédo diferiram significativamente do controle, com
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isso pressupfe-se que houve conversao do ferro ferroso em férrico na membrana
basolateral,resultando em maior absorcdo de ferro nesses grupos. No estudo de
Dias et al (2015),por outro lado, a presenca de carotenoides na dieta de feijao
promoveu maior expressdo génica de hefaestina, observando a influéncia da
vitamina A na absorcéo do ferro.

Assim como na hefaestina, na analise biomolecular de ferroportina (Figura 3d)
0s grupos com feijdo biofortificados foram mais expressos FBMC (1,01+0,64) e
FBMC (0,59+0,37), transportando maior teor de ferro dos interior dos enterdcitos
para a corrente sanguinea, confirmando a maior biodisponibilidade desses grupos.
Inverso foi encontrado por Silva et (2016), encontraram menor expressdo de
ferroportina no grupo que continha Chia, veiculo do maior teor de ferro na dita. No
estudo de Dias et al (2015) o maior teor de carotenoides pré-vitamina A na dieta
influenciou em inducéo de ferroportina.

A expressao dessas proteinas depende do estagio de deplecdo do animal, da
ingestao de ferro e da sua biodisponibilidade. Portanto, os valores podem ter sido
menores, pois as andlises sao feitas ao final do experimento, quando os animais ja
estdo com os niveis de hemoglobina recuperados, mesmo que parcialmente essas
proteinas estdo associadas a compensacdo da deficiéncia de ferro no organismo.
Como os animais ndo estavam anémicos na coleta dos 6rgdos, podem néo relatar a

efetiva funcdo desses transportadores (DIAS et al, 2015).
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Figura 3: a) Analise biomolecular de mRNA de DCytB; b) Analise biomolecular de
MRNA de DMT-1; c)Analise biomolecular de mRNA de hefaestina; d)Analise
biomolecular de mRNA de ferroportina
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SF: Sulfato ferroso; FCMC: Feijdo Nova Era+ Mandioca convencional; FCMB: Fejdo Nova era
+mandioca biofortificada; FBMC: Feijdo Aracé+ Mandioca Convencional; FBMB: Feijdo Aracé +
Mandioca Biofortificada
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6. CONCLUSAO

O feijdo-caupi biofortificado (BRS Aracé) apresentou um aumento de
aproximadamente 19,5% no teorde ferro em relacdo ao feijao-caupi convencional
(BRS Nova era). Paralelamente, o feijao biofortificado apresentou maiores teores de
fitatos, compostos fendlicos e de fibras em relacdo ao convencional. A relagdo molar
fitato/ferro, entretanto, nao diferiu entre os feijdes-caupi biofortificado e convencional,
o que pode ter refletido no ganho de hemoglobina e HRE semelhantes entre os
grupos, independente da presenca de mandioca com proé-vitamina A.

O feijao-caupi biofortificado com ferro mostrou-se semelhante ao sulfato
ferroso quanto a expressao das proteinas hefaestina e ferroportina, sugerindo uma
maior eficiéncia na absorcéo intestinal de ferro. Por outro lado, o feijdo convencional
apresentou menor expressdo de transferrina quando comparado com 0O grupo
controle, sulfato ferroso, o que indica menor absor¢édo do ferro nesses grupos. A
expressdo de ferritina no figado foi menor no grupo alimentado com ambos o0s
alimentos biofortificados (FBMB), o que pode indicar maior mobilizacao das reservas
de ferro hepatico na presenca de vitamina A. Entretanto, ndo foi observada diferenca
entre 0s grupos quanto as demais proteinas analisadas, DCytB e DMT-1.

Assim, o presente estudo aponta maior eficiéncia do feijao-caupi
biofortificado na biodisponibilidade de ferro, independente da presenga da vitamina
A.Porém, novosestudos se fazem necessarios para verificar a influéncia da vitamina
A na absorc¢éao do ferro, levando em consideracéo os teores de vitamina A fornecidos
na dieta e fatores que podem influenciar positivamente ou negativamente nessa

interacéo e absorcgéao.
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