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RESUMO

GASPAR, Ana Paula Ribeiro. Efeito dos feijdes-caupi (Vigna unguiculata (L.)
Walp.) biofortificados na biodisponibilidade de ferro e no metabolismo glicidico
e lipidico de ratos anémicos alimentados com dieta rica em gordura e acucar.
2024. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Universidade
Federal do Espirito Santo, Alegre — ES. Orientadora: Profa. Dra. Neuza Maria Brunoro
Costa. Coorientadoras: Dra. Cintia Tomaz Sant’/Ana e Prof2. Dra. Mariana Grancieri.

A deficiéncia de nutrientes e micronutrientes € condicdo de elevada incidéncia
mundialmente, seja pela auséncia de uma dieta nutricionalmente equilibrada ou pelo
consumo excessivo de alimentos ricos em gordura e agucar e pobres em vitaminas e
minerais. Isso pode ocasionar complicacdes metabdlicas, sistémicas, incluindo
disfuncdes no metabolismo do ferro, glicidico e lipidico, predispondo o individuo a
doencas cronicas nao transmissiveis. Nesse contexto, o feijado biofortificado surge
como uma estratégia para mitigar esses efeitos deletérios, atenuando quadros
dislipidémicos, marcadores do perfil glicidico e contribuindo no combate a anemia
ferropriva. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o efeito dos feijdes-caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp.) biofortificados na biodisponibilidade de ferro e no
metabolismo glicidico e lipidico de ratos anémicos alimentados com dieta rica em
gordura e acucar. Foram utilizados dois cultivares biofortificados, BRS Aracé, BRS
Tumucumaque e um cultivar convencional, BRS Pajel. As analises fisico-quimicas
determinaram a composicao nutricional dos feijdes. A biodisponibilidade de ferro foi
avaliada pelo método deplecéo/replecdo em modelo animal (n=60), consumindo dieta
AIN-93G com 30% de teor lipidico, tendo como fonte principal a banha de porco e 30%
de acucar (dieta HFHS) ou dieta normal (NS). Na fase de deplecdo (21 dias), 12
animais receberam dieta NS, e 48 consumiram HFHS, ambas isentas de ferro. Na
fase de replecdo (35 dias), os animais receberam 12 ppm de ferro, proveniente de
sulfato ferroso (SF) ou feijao-caupi. O grupo HFHS foi subdividido em quatro grupos
(n=12): HS (HFHS + SF), HA (HFHS + Aracé), HT (HFHS + Tumucumaque) e HP
(HFHS + Pajel). A hemoglobina foi avaliada ao final da deplecéo e apos 14 e 34 dias
da replecdo. Foram realizadas andlises histolégicas e bioquimicas relacionadas ao
metabolismo lipidico, glicidico e férrico. Os resultados foram submetidos ao teste t ndo
pareado, Analise da Variancia seguida do teste de Tukey e correlacdo de Pearson
(p<0,05). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica (protocolo 013/2022). Como
resultados, verificou-se que os taninos estavam ausentes nos trés gendtipos. O Aracé
apresentou maior teor proteico e o Pajeu maior teor de fibra solGvel, amido resistente,
fendlicos totais e raz&o Fitato:Ferro. As culturas biofortificadas demonstraram maior
teor de ferro nos gréos. Todos demonstram biodisponibilidade de ferro semelhante a
dieta padréo HS pelo RBV e HRE. O HA apresentou maior ganho de hemoglobina,
menor pH e maior teor de butirato fecal do que o HP e apresentou ainda maior HDL-
¢, menor incremento da area abaixo da curva glicémica e insulina do que o grupo HS.
O HP obteve menor glicemia, triglicérides de jejum, indice TyG e razdo TG/HDL-c.
Todos os feijdes apresentaram menor razdo CT/HDL-c, mas menor excrecao de
triglicérides fecais comparadas ao HS. Todos os grupos demonstraram auséncia de
esteatose hepdtica. Os feijdes-caupi, em geral, se mostraram boas fontes de ferro de
alta biodisponibilidade e com propriedades promissoras para contrapor complicagbes
do alto consumo de gordura e acucar.
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ABSTRACT

GASPAR, Ana Paula Ribeiro. Effect of biofortified cowpeas (Vigna unguiculata (L.)
Walp.) on iron bioavailability and glucose and lipid metabolism of anemic rats
fed a high-fat, high-sugar diet. 2024. Dissertation (Master in Food Science and
Technology) — Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre — ES. Advisor: Profa,
Dra. Neuza Maria Brunoro Costa. Co-advisors: Dra. Cintia Tomaz Sant’Ana e Prof2,
Dra. Mariana Grancieri.

Nutrient and micronutrient deficiencies are a condition with high incidence worldwide,
whether due to the lack of a nutritionally balanced diet or excessive consumption of
foods rich in fat and sugar and poor in vitamins and minerals. This can cause metabolic
and systemic complications, including dysfunctions in iron, glucose and lipid
metabolism, predisposing the individual to chronic non-communicable diseases. In this
context, biofortified beans emerge as a strategy to mitigate these deleterious effects,
attenuating dyslipidemic conditions, markers of the glucose profile and contributing to
the fight against iron deficiency anemia. Thus, this study aimed to evaluate the effect
of biofortified cowpeas (Vigna unguiculata (L.) Walp.) on iron bioavailability and
glucose and lipid metabolism of anemic rats fed a diet rich in fat and sugar. Two
biofortified cultivars, BRS Aracé, BRS Tumucumaque and a conventional cultivar, BRS
Pajeu, were used. Physicochemical analyses determined the nutritional composition
of the beans. Iron bioavailability was assessed by the depletion/repletion method in an
animal model (n=60) consuming an AIN-93G diet with 30% lipid content, with lard as
the main source and 30% sugar (HFHS diet) or a normal diet (NS). In the depletion
phase (21 days), 12 animals received an NS diet and 48 consumed HFHS, both iron-
free. In the repletion phase (35 days), the animals received 12 ppm of iron from ferrous
sulfate (SF) or cowpea. The HFHS group was subdivided into four groups (n=12): HS
(HFHS + SF), HA (HFHS + Aracé), HT (HFHS + Tumucumaque) and HP (HFHS +
Pajel). Hemoglobin was evaluated at the end of depletion and after 14 and 34 days of
repletion. Histological and biochemical analyses related to lipid, glucose and ferric
metabolism were performed. The results were submitted to the unpaired t-test,
Analysis of Variance followed by Tukey's test and Pearson's correlation (p<0.05). The
project was approved by the Ethics Committee (protocol 013/2022). Tannins were
absent in the three genotypes. Aracé had a higher protein content and Pajel a higher
content of soluble fiber, resistant starch, total phenolics and Phytate:lron ratio. The
biofortified crops demonstrated a higher iron content in the grains. All demonstrate iron
bioavailability similar to the standard diet. HS by RBV and HRE. HA showed greater
hemoglobin gain, lower pH and higher fecal butyrate content than HP and also showed
higher HDL-c, lower increase in the area under the glycemic curve and insulin than the
HS group. HP had lower glycemia, fasting triglycerides, TyG index and TG/HDL-c ratio.
All beans showed lower CT/HDL-c ratio, but lower fecal triglyceride excretion
compared to HS. All groups demonstrated the absence of hepatic steatosis. Cowpeas,
in general, proved to be good sources of highly bioavailable iron and with promising
properties to counteract complications of high fat and sugar consumption.

Keywords: beans, biofortification, iron and glucose metabolism, cholesterol.
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1. INTRODUCAO

A anemia por deficiéncia de ferro (Fe) € o distarbio de deficiéncia nutricional
mais prevalente mundialmente e a principal causa de anemia em criancas,
especialmente nos paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos (LEUNG et al.,
2024; MILLER, 2019). So6 no Brasil, cerca de 3 milhdes de criancas menores de 5
anos sao afetadas pela anemia ferropriva, e dentre as principais causas estdo as
deficiéncias nutricionais (BRASIL, 2023c). Essa condicdo anémica reduz
significativamente a qualidade de vida e o funcionamento diario dos individuos
acometidos e é um indicador tanto de ma nutrigdo como de ma saude (WHO, 2024).

Por outro lado, a essa deficiéncia de nutrientes, especialmente ferro, tem-se a
dieta ocidental, rica em acucar e gordura, mas apresentam menor teor de proteinas,
fibra alimentar e costumam ser pobres em minerais e vitaminas (BRASIL, 2023a;
CARVALHO; DUTRA; ARAUJO, 2009; MARCHIONI; FISBERG, 2009; MARREIRO;
CRUZ; MELO, 2020; SANTOS et al., 2023). Esta dieta € diretamente relacionada ao
maior risco de alteracfes metabdlicas, incluindo alteracBes no metabolismo glicidico
e lipidico, além de inducdo de inflamacgé&o cronica no organismo (ALHAMAWI et al.,
2024; CLEMENTE-SUAREZ et al., 2023). Ramos et al. (2021), destaca que esse
quadro inflamato6rio é fator de risco para desencadear dislipidemias, o que acaba
contribuindo para patogéneses graves como hipertenséo, aterosclerose e doencas
cardiovasculares. Ademais, é fator de risco para o desenvolvimento de anormalidades
hepéticas relacionados ao acumulo de lipidios no citoplasma dos hepatocitos que
pode incluir esteatose hepética benigna até esteato-hepatite ndo alcéolica (JESUS et
al.,, 2014). Esse aumento em nivel epidémico das Doencas Cronicas Na&o
Transmissiveis (DCNT) que geralmente estd associada a obesidade € uma
preocupacdo crescente na populacdo, tanto em paises desenvolvidos quanto
naqueles em desenvolvimento e, na maioria das vezes, esta relacionado as mudancgas
na dieta e no estilo de vida (BUDREVICIUTE et al., 2020; MARCHIONI; FISBERG,
2009).

Caracterizada pelo estado inflamatorio, a obesidade pode acarretar estoques
de Fe reduzidos devido a diversos mecanismos. Dentre eles, influéncia negativa sobre
as proteinas essenciais do metabolismo do ferro, como a transferrina, DMT-1 e

ferroportina, resultante da concentragdo desregulada de hepcidina (DIGNASS;
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FARRAG; STEIN, 2018; STOFFEL et al., 2020). Com estoques limitados desse
mineral, a eritropoiese é comprometida, o que pode causar alteracdes no metabolismo
glicidico e lipidico, além de sinalizar uma homeostase metabdlica interrompida
(SOLIMAN et al., 2017). As citocinas inflamatérias, produzidas em maior quantidade
em condi¢cdes obesogénicas, influenciam diretamente o aumento da producédo de
hepcidina, prejudicando a sinalizacédo da insulina, promovendo a oxidacéo inadequada
de acidos graxos e aumentando a lipogénese (DEWIDAR et al., 2020; VASSILIOU,;
FARIAS-PEREIRA, 2023). Além disso, o acumulo de ferro nos adipdécitos, vinculado a
producdo exacerbada de citocinas inflamatérias, impacta negativamente a
sensibilizacdo da insulina (FILLEBEEN et al., 2020). Outro aspecto relevante é que a
hiperlipidemia, caracteristica do quadro obesogénico, esta associada ao aumento do
estresse oxidativo e a reducdo das defesas antioxidantes endégenas(RAMOS et al.,
2021).

Mediante todo o cenério, nota-se que a dieta tem papel crucial para a promoc¢éao
e manutencdo da saude no momento presente e na vida tardia. Assim, estratégias
tém sido desenvolvidas e adotadas, incluindo-se a biofortificacdo de culturas
alimentares basicas com micronutrientes. Esta técnica vem sendo considerada uma
alternativa promissora e com potencial para melhorar a sautde humana de forma
sustentavel, podendo contribuir na reducdo dos déficits de micronutrientes
(ANTUNES et al., 2019; GOMES et al.,, 2022; MARCHIONI; FISBERG, 2009;
SHEORAN et al., 2022).

No Brasil, a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéaria (Embrapa), é
responsavel por desenvolver os trabalhos de biofortificacdo, e, dentre os cultivares
tém-se feijdes que podem chegar a teores médios de Fe acima de 63,5 mg/kg
(PEREIRA et al., 2020). Per se, o feijdo ja possui funcdo valiosa, além de ser
considerado alimento basico, ela fornece componentes primordiais, tais como fibras
alimentares, proteinas, ferro e compostos bioativos como os fendlicos que auxiliam na
promocao da saude humana, além de possuir baixo teor de lipidios e sodio, o que
atende assim as principais recomendacdes dietéticas (DIAS et al., 2020; NGUYEN et
al., 2019; VIEIRA et al., 2023). Dentre os tipos de feijao, tem-se os feijdoes-caupi (Vigna
unguiculata (L.) Walp.) que séo alvos para biofortificacdo e sdo uma alternativa de
baixo custo e com qualidade nutricional evidenciado em estudos cientificos e,

portanto, contribuir para uma melhor qualidade de vida da populagéo (SILVA, 2022).



No entanto, a biodisponibilidade dos minerais alvos da biofortificacdo, tais como o
ferro, pode ser reduzida devido a complexantes como taninos, fitatos e 0s compostos
fenolicos naturalmente presente nos feijdes (SANT'ANA, 2019).

Perante o exposto, o alvo desse estudo foi avaliar o efeito dos feijoes-caupi
(Vigna unguiculata (L.) Walp.) biofortificados na biodisponibilidade de ferro e no
metabolismo glicidico e lipidico de ratos anémicos alimentados com dieta rica em
gordura e acgucar. Dessa forma, nossa hipotese é que os feijdes-caupi biofortificados
tenham niveis de ferro nos grdos superior ao convencional e apresentem maior
eficiéncia na absorcéo intestinal de ferro, além de melhor recuperacdo da anemia em
comparacao ao feijao convencional, e que 0s animais expostos as dietas com feijao-
caupi biofortificado apresentem efeitos benéficos substanciais nos biomarcadores
lipidicos e glicidicos, nos marcadores murinométricos, contrapondo as possiveis

alteracdes metabdlicas induzidos pela dieta rica em gordura e acucar.



2. OBJETIVOS

2.1.

Geral

Avaliar o efeito dos feijdées-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp.) biofortificados

na biodisponibilidade de ferro e no metabolismo glicidico e lipidico de ratos anémicos

alimentados com dieta rica em gordura e acucar.

2.2.

VI.

VII.

VIII.

Especificos
Determinar a composi¢cdo nutricional dos feijes-caupi convencional e
biofortificados com ferro.
Analisar os compostos complexantes de minerais e a capacidade antioxidante
dos feijdes-caupi.
Avaliar o efeito dos feijdes-caupi na excrecao fecal de lipidios, colesterol e
triglicérides fecal.
Avaliar o efeito dos feijées-caupi no pH e na producdo de &cidos graxos de
cadeia curta.
Avaliar a biodisponibilidade e metabolismo do ferro dos feijdes-caupi
biofortificados e convencional em ratos Wistar anémicos alimentados com dieta
rica em gordura e acgUcar.
Estimar o efeito dos feijdes-caupi convencional e biofortificados sobre os
marcadores do perfil lipidico em ratos Wistar anémicos alimentados com dieta
rica em gordura e acgUcar.
Avaliar o efeito dos feijées-caupi sobre o perfil glicidico, tolerancia glicEmica e
resisténcia insulinica em ratos anémicos alimentados com dieta rica em gordura
e acucar.
Avaliar o efeito dos feijdes-caupi no nivel de esteatose hepatica nos ratos

alimentados com dieta rica em gordura e agucar.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Metabolismo do ferro

A absorcéo de ferro se da de forma diferenciada entre o ferro heme e o ferro
ndo heme. O ferro heme, presente na carne, € internalizado no enterdcito e
posteriormente liberado, pela hemeoxigenase, na forma de Fe?*, que passa a seguir
a mesma rota do ferro ndo heme proveniente dos demais alimentos (Figura 1). O ferro
ndo heme deve entrar no duodeno e na parte superior do jejuno na forma solavel.
Contudo, o Fe3®* da dieta precisa ser reduzido a Fe?* para ser internalizado pelos
enterocitos, e a reducéo é feita a partir do citocromo B duodenal (DcytB) que é uma
importante redutase férrica intestinal, e o transportador de metal bivalente (DMT-1) é
a proteina que desempenha a funcéo de internalizar o Fe?* (GALLAGHER, 2013).

Para se obter uma atividade 6tima do DMT-1 é necessario um baixo pH, pois é
um canal dependente de prétons. Depois de importado para o enterdcito, o Fe pode
ser combinado ao pool intracelular para ser empregado em fun¢des metabdlicas locais
ou ser armazenado como ferritina, que sao encontradas predominantemente nos
hepatdcitos e nos macrofagos. A transferéncia do Fe recém-captado para a circulagao
portal é feita por meio da membrana basolateral, em que a passagem é mediada pela
ferroportina (FPN). A FPN possui 571 aminoacidos e exporta Fe celular por um
mecanismo de acesso em que alterna entre uma conformacéo aberta para dentro que

se liga ao Fe intracelular e uma conformacao aberta para fora que libera o Fe para o
espaco extracelular. Entretanto, para deixar o meio intracelular, o Fe?* precisa ser

reoxidado a Fe®* para ligar-se a transferrina (Tf). No intestino, esse processo é feito
pela hefaestina presente na membrana basolateral dos enterdcitos. Uma vez
combinado com a transferrina, o Fe3* é transportado aos tecidos, e pode ser
reconhecido e captado pelas células a partir da interacdo Tf - TfR1 (receptor de
transferrina) (CARLI; COLLI, 2019; DIGNASS; FARRAG; STEIN, 2018; GROTTO,
2008; NEMETH; GANZ, 2021). A Figura 1 resume o processo de metabolismo do ferro

no organismo.



Figura 1. Processo de absorcédo do Fe.
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Fonte: Grotto (2008).

A quantidade de Fe absorvida é regulada pela necessidade do organismo, e de
anteméo, salienta-se que o teor de Fe nos alimentos nédo prediz sua
biodisponibilidade, visto que a ingestdo média diaria na dieta é de 10 a 15 mg em
humanos, e apenas 1 a 2 mg séo absorvidos pelo sistema intestinal. Alguns fatores
favorecem a absorcdo intestinal, como a acidez e a presenca de agentes
solubilizantes, como acucares e aminoacidos, o enxofre também pode intensificar a
entrada do mineral através da formacéo de quelatos com o Fe idnico (GALLAGHER,
2013; GROTTO, 2008; PISKIN et al., 2022). O acido ascorbico, o estimulador mais
potente da absorcéo de Fe, reduz o ferro férrico em ferroso e forma um quelato que
permanece soluvel em pH alcalino na parte inferior do intestino delgado
(GALLAGHER, 2013).

No entanto, a homeostase sistémica do Fe é regulada pela absor¢do em nivel
intestinal e mecanismos reguladores coordenados pelo horménio hepético hepcidina
(Figura 2), conhecida como horménio regulador do Fe (CHARLEBOIS;
PANTOPOULOS, 2023; DIGNASS; FARRAG; STEIN, 2018; LAL, 2020). Este
horménio pode inibir a exportacao e ocluir o transportador DMT-1 (ASCHEMEYER et
al., 2018).

A hepcidina é o principal peptideo produzido pelos hepatdcitos, contem 25

aminoacidos e é secretada no plasma sanguineo. Em individuos saudaveis, a
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producdo de hepcidina aumenta em resposta ao aumento dos niveis de Fe sérico
ligado a transferrina e das reservas. Nessa situacdo sua atuacdo pode ocasionar
reducdo do efluxo de Fe das células ao ligar-se & FPN levando-a a sua internalizacéo
e degradacdo, e assim menos Fe ferroso (Fe?*) fica disponivel, restringindo assim a
exportacdo de Fe dos enterdcitos e dos estoques nos hepatécitos e macréfagos para
restauracdo dos niveis normais (Figura 2) (CHARLEBOIS; PANTOPOULOS, 2023;
DIGNASS; FARRAG; STEIN, 2018; HILTON et al., 2023; NEMETH; GANZ, 2021). Nas
condicdes inflamatdrias é sugerida também uma menor expresséo da Dcytb e DMT-1
induzida pela hepcidina, que resulta na diminuicdo da captacdo de Fe?* nos
enterocitos (GROTTO, 2008).

Figura 2. Mecanismo hepcidina.
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A hepcidina pode ligar-se a ferroportina e ocluir DMT-1, além de atuar negativamente na expressao
génica do Dcytb e DMT-1. Fonte: Adaptado de Grotto (2008).

A producao de hepcidina é regulada pelas concentracfes plasmaticas de Fe;
reservas hepéticas de Fe; inflamacéo sistémica e atividade eritroide. Sua diminuicao
leva a sobrecarga de Fe nos tecidos, enquanto a superprodugdo ocasiona
hipoferremia e a anemia da inflamacado. Nota-se que a regulacdo FPN-hepcidina pode
completar um ciclo homeostatico: o Fe regula a secrecao de hepcidina, que por sua
vez controla a concentracdo de FPN na superficie celular (NEMETH et al., 2004;
NEMETH; GANZ, 2021).

Ademais, o metabolismo equilibrado do Fe também €& essencial para a
producdo adequada de insulina estimulada pela glicose. Estudos também mencionam
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a conexao entre as vias metabdlicas sistémicas e celulares do Fe e da glicose. Tanto
a sobrecarga quanto a deficiéncia de ferro podem levar a alteracdes metabdlicas e
resultar em doencas. A sobrecarga do mineral pode contribuir para a resisténcia
insulinica através do estresse oxidativo excessivo, promovendo a apoptose das
células B das ilhotas, 0 que afeta a secrecdo de insulina e aumenta o risco de
resisténcia a insulina (FILLEBEEN et al., 2020; LIU et al., 2020).

Por outro lado, a deficiéncia do ferro esta relacionada a aceleragéo de glicacédo
da hemoglobina, mediado por mecanismos associados ao estresse oxidativo, como a
reducdo da capacidade antioxidante e inducdo da peroxidacdo, visto que algumas
enzimas antioxidantes dependem do ferro para manter sua atividade, o que pode
acabar levando a valores falso-altos de HbAlc em individuos nao diabéticos (GUO et
al., 2019; SOLIMAN et al., 2017). Ademais, casos de anemia por deficiéncia de ferro
estd associada a menor atividade da arilesterase da paraoxonase-1 (PON-1) e a maior
atividade dos triglicerideos, além dos eritr6citos representam um importante
componente antioxidante do sangue, mas estado reduzidos em quadros anémicos
(SOLIMAN et al., 2017).

3.2. Funcdes do ferro no organismo

O Fe é um micronutriente essencial para oxigena¢édo, metabolismo energético
celular e muitas reacdes enzimaticas (LAL, 2020). Ele desempenha um papel crucial
em enzimas como a catalase, que age na reduc¢do do peroxido de hidrogénio (H202),
principalmente quando este é formado em grande quantidade, na cadeia de inibicdo
de radicais livres (ALENCAR; HENRIQUES; COZZOLINO, 2020). E fundamental para
a funcéo dos glébulos vermelhos, a atividade da mioglobina e o transporte de oxigénio
e dioxido de carbono, além de ser um componente ativo dos citocromos, que estdo
envolvidos na respiracao celular e na geracdo de ATP. Além de contribuir para a
imunidade e o desempenho cognitivo (GALLAGHER, 2013).

Devido a sua importancia na modulacao da expressao génica, a quantidade de
Fe nas células deve ser rigorosamente regulada (HILTON et al., 2023; ONG;
MORENO, 2009; PIRES et al., 2020). Contudo, apesar da ingestao adequada ser vital
para a saude, em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, o acesso a fontes
de ferro heme, que € de origem animal, pode ser limitado devido ao valor. Além disso,

algumas pessoas evitam esses alimentos por preferéncias pessoais ou a



sensibilidades. A partir desse contexto, estudos acerca do aumento da
biodisponibilidade de Fe em alimentos alternativos as de origem animal é essencial
(HUO et al., 2022; PISKIN et al., 2022; SWIATEK et al., 2023). E compreender os
mecanismos do metabolismo do Fe pode levar ao desenvolvimento de intervencdes
terapéuticas para tanto a sobrecarga quanto a deficiéncia desse nutriente, visto que a
biodisponibilidade limitada pode resultar em fadiga, problemas imunologicos, de
crescimento, neurocognitivos e anemia ferropriva (CHARLEBOIS; PANTOPOULOS,
2023; HILTON et al., 2023; LAL, 2020).

3.2.1. Deficiéncia de ferro

O desenvolvimento da deficiéncia de Fe se da de maneira lenta e progressiva,
e a avaliacdo do estado nutricional ocorre em trés estagios: a deplecéo das reservas
de Fe; a deficiéncia de Fe eritropoético e a anemia por deficiéncia de Fe (COSTA,;
MARTINO, 2011). Dentre essas caréncias nutricionais latentes, a anemia por
deficiéncia de ferro continua sendo um dos principais desafios, a falta de acesso a
uma dieta variada e nutritiva impede que as pessoas obtenham os micronutrientes
necessarios (AVNEE et al., 2023; LIBERAL et al., 2020; WHO, 2024a). No Brasil, a
anemia por deficiéncia de Fe é responsavel por 90% dos casos anémicos, atingindo
principalmente criancas na primeira infancia, mulheres em idade fértil e gestantes
(BRASIL, 2023c; SIMAS et al., 2021).

A Organizacdo Mundial da Saude, OMS (2023a), define o quadro anémico
como uma condi¢ao na qual o niumero de glébulos vermelhos ou a concentracdo de
hemoglobina (Hb) € inferior ao normal, e além da caréncia de Fe, as deficiéncias de
folato e vitaminas B12 e A também contribuem. A anemia por deficiéncia de Fe pode
estar relacionada conjuntamente com o0 aumento das necessidades corporais,
absorcao reduzida, inflamacé&o crénica como a obesidade, perda sanguinea crbénica e
doencas hereditarias dos glébulos vermelhos (AL-NASEEM et al., 2021; WHO,
2024a).

Em relacdo aos sintomas e sinais vinculados a caréncia de Fe, logo destacam-
se 0 cansaco, cefaleia, alteracdes na fungcédo cognitiva, distirbios de sono, tontura,
perda de cabelo, unhas fracas e quebradicas, alotriofagia, baixa tolerancia ao
exercicio, menor rendimento laboral, taquicardia, sopro sistolico de ejecdo, edema,

dispneia e ortopneia 2. No feto pode ocasionar restrigdo no crescimento, baixo peso



ao nascer, prematuridade dentre outros (AL-NASEEM et al., 2021; BRASIL, 2023c).
Em criancas pode haver o desenvolvimento de infec¢des frequentes, irritabilidade,
apatia, anorexia, falta de atencdao, dificuldades de aprendizagem e baixo rendimento
cognitivo/intelectual; e no idoso, causar mais hospitalizacbes, declinio cognitivo,
guedas e fraturas (BRASIL, 2023c).

Diante dos inumeros desafios para combater problemas de saude publica
vinculados a deficiéncia de micronutrientes, a absorcéo adequada de Fe proveniente
da dieta se torna crucial para prevenir estados de deficiéncia do mineral e patologias
coexistentes, como a anemia; com isso encontrar alimentos com maior
biodisponibilidade desse micronutriente para aumentar os seus niveis em humanos é
essencial (CHARLEBOIS; PANTOPOULOS, 2023; LIBERAL et al., 2020).

3.3. Alteracdes metabdlicas relacionadas ao metabolismo do ferro no
contexto de uma dieta ocidental

A dieta ocidental é caracterizada dentre outros fatores, pela ingestao excessiva
de alimentos refinados, com elevado teor de acucar e gordura, sobretudo gordura
saturada, além da baixa ingestdo de frutas e vegetais. Isso pode ter um impacto
substancial e negativo na saude humana, afetando o sistema antioxidante, podendo
aumentar o risco de estado inflamatério crénico, impactar na saude da microbiota
intestinal e capacidade mitocondrial. Além disso, h& efeitos na saude cardiovascular,
saude mental e cancer, distirbios metabodlicos, bem como aumento dos custos
sanitarios (ALHAMAWI et al., 2024; CLEMENTE-SUAREZ et al., 2023).

E dentre as repercussfes negativas mais conhecidas vinculadas a dieta
ocidental alinhado a inatividade fisica estd o aumento da incidéncia de obesidade e
as complicacbes advindas dela (ALHAMAWI et al., 2024). A obesidade é uma das
Doencas Crbnicas Nao Transmissiveis (DCNT) em elevada prevaléncia mundial e
com ampla repercussao negativa na saude humana, e esta relacionado a mais de
cinquenta doencas, além de contribuir negativamente para o impacto social,
econdmico e clinico no geral (LAM et al., 2023).

O quadro obesogénico € uma inflamacéo cronica, com acumulo excessivo de
tecido adiposo, 0 que acaba comprometendo a saude e ocasionando significativas
implicagbes metabdlicas e sistémicas. Apesar de ser vinculado majoritariamente ao

consumo excessivo de calorias, € uma doenca multifatorial, cujo desenvolvimento
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pode até mesmo decorrer de fatores genéticos, ambientais, socioculturais e
comportamentais, tais como a inatividade fisica, status socioeconémico ou uso de
medicamentos obesogénicos (BRASIL, 2023b, 2024b; CARVALHO; DUTRA, 2014).

No entanto, parece contraditorio dizer que a obesidade esteja associada a
deficiéncia de Fe e essa seja obviamente um fator de risco para doencgas metabdlicas,
enguanto o excesso de Fe parece estar associado a riscos metabdlicos (HILTON et
al., 2023). Todavia, os quadros de inflamacé&o crbénica caracteristico da obesidade,
limitam a disponibilidade do mineral e contribui para a anemia causada por doencas
cronicas, tornando o diagnostico de deficiéncia mais complexo e exigindo um
conhecimento aprofundado do metabolismo do Fe (DIGNASS; FARRAG; STEIN,
2018; LAL, 2020).

Com o excesso de tecido adiposo, ocorre o aumento da producao de citocinas
pré-inflamatérias, como a TNF-q, interleucina-6 (IL-6), IL8; proteinas de fase aguda,
incluindo ferritina, proteina C reativa (PCR); aumento na producdo de ROS e estresse
oxidativo (CARVALHO; DUTRA, 2014; DIGNASS; FARRAG; STEIN, 2018;
MARREIRO; CRUZ; MELO, 2020).

Conforme ilustrado na Figura 3, a liberacéo de IL-6 do tecido adiposo para o
sangue pode estimular fortemente a sintese hepética de hepcidina que em niveis
elevados, prejudica a homeostase do Fe, aumentando o risco de sua deficiéncia. Além
disso, a hepcidina pode interferir na formacao de proteinas essenciais ao metabolismo
do Fe, como a transferrina e ferroportina (DIGNASS; FARRAG; STEIN, 2018;
STOFFEL et al., 2020).

Figura 3. Quadro obesogénico e suas complicacdes ao metabolismo de ferro.
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O consumo de dietas ricas em gordura e acucar pode desencadear um quadro obesogénico, resultando
em uma cascata de citocinas inflamatérias que podem ocasionar alterag@es metabdlicas indesejadas,

como a deficiéncia de ferro no organismo. Fonte: Autor.

Dessa forma, as condi¢des inflamatérias podem pressupor a restricdo de Fe
para eritropoiese e alteracfes em outras funcdes, como no metabolismo glicidico e
lipidico, resultando em sinais de homeostase metabdlica interrompida. Além dessas
alteracdes, quadros de intolerancia a glicose, devido a secre¢do de insulina
prejudicada e/ou aumento da resisténcia insulinica (RI), tornam-se o ponto de partida
para mudancas no perfil lipidico, como o aumento dos niveis de triacilglicerideos e
reducado dos niveis de HDL (high-density lipoprotein), o que pode acarretar as DCNT
ou sindrome metabdlica. Juntamente, essas alteragées na sinalizacdo da insulina
conduzem a quadros de hiperglicemia, hiperinsulinemia e hiperlipidemia (ABE; ISLAM,;
LAM, 2020; CARVALHO; DUTRA, 2014; DIGNASS; FARRAG; STEIN, 2018;
SOLIMAN et al., 2017). Uma explicacdo para o desenvolvimento da Rl em individuos
obesos, estaria relacionada a ativagdo prolongada do receptor de insulina pelos
acidos graxos livres e pelo estresse celular que pode resultar na fosforilagéo da serina
e na reducdo da fosforilacdo da tirosina do receptor de insulina substrato 1 (IRS1),
atenuando a sinalizacdo da insulina. Com isso, este mecanismo contribui para o
desenvolvimento de Diabete Mellitus tipo 2 e da esteatose hepatica ndo alcodlica
(MAZZA; SANTANA; OLIVEIRA, 2009).

Outra condicdo atribuida ao quadro obesogénico é a Sindrome Metabdlica
(SM). Esta condicdo estd associada a desordens metabdlicas relacionadas a
deposicao de gordura e RI, e inclui trés ou mais dos seguintes critérios: obesidade
abdominal (=90cm para homens e =80cm em mulheres); niveis elevados de
triglicérides (2150mg/dL); HDL reduzida (<40mg/dL em homens e <50mg/dL em
mulheres); presséo arterial alterada (2130/285mmHg) e glicemia de jejum acima de
100 mg/dL (CARVALHO; DUTRA, 2014; ROCHA; LOPES; HERMSDORFF, 2016).

Ademais, a obesidade favorece a sobrecarga de Fe nos adipdcitos atravées de
macréfagos M1 que sdo caracteristicos dessa subpopulacéo. Nivel elevado de Fe no
tecido adiposo inibe a adiponectina e a leptina sensibilizadoras de insulina e
estimulam a resistina inibidora de insulina e a proteina de ligacao ao retinol 4 e quando
reduzido promove efeito contrario (FILLEBEEN et al., 2020).
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No mesmo contexto da obesidade esta a resisténcia insulinica (RI), que pode
ser desencadeada por varios mecanismos. E quando esse desiquilibrio é crénico,
pode resultar em disfun¢éo do tecido adiposo, como o estimulo a lipllise excessiva,
agravando ainda mais a resisténcia hepéatica a insulina e Doenc¢a Hepética Gordurosa
N&o Alcodlica (DHGNA). Em relacdo a DHGNA, devido a resisténcia insulinica, a
energia pos-prandial acarreta a sintese de triglicerideos hepaticos (RODEN;
SHULMAN, 2019).

A DHGNA que é caracterizada pelo acumulo excessivo de lipidios no figado
(esteatose), e tem crescido paralelamente ao aumento das taxas de obesidade
(PAFILI; RODEN, 2021). Isso explicaria o motivo pelo qual essa condicdo estaria
frequentemente associada a diabetes, dislipidemia, pressao arterial anormal,
sindrome metabdlica e outros distlrbios metabolicos como a RI. E importante salientar
gque a DHGNA pode ocorrer na auséncia de quadros inflamatérios; pessoas que
possuem RI ou tém tendéncia a desenvolvé-la também podem ser afetadas (JESUS
et al., 2014; RONG et al., 2023).

O surgimento da esteatose, que é refletido por mdltiplas vias (Figura 4),
incluindo o acumulo de tecido adiposo levando a lipélise excessiva dos triglicerideos,
aumentando o influxo de acidos graxos livres, sintese e retencdo de lipidios nos
hepatocitos (MOREIRA et al., 2022). A RI oriundo da obesidade, pode reduzir a
glicogénese, e em outra via, a Rl pode originar da esteatose hepatica, pois os acidos
graxos e glicerol liberados pela lipdlise servem de substratos para mediadores
lipidicos, aumentando a gliconeogénese a partir do glicerol e lipogénese de novo
(DNL). Ou seja, a hiperglicemia aparece como resultado da Rl em nivel muscular e
hepatica, e o pancreas secreta mais insulina em resposta a resisténcia periférica e
hepéatica a insulina, levando a hiperinsulinemia. Ressalta-se, que as citocinas
inflamatorias oriundas do tecido adiposo disfuncional também podem estar
relacionadas a Rl (DEWIDAR et al., 2020; PAFILI; RODEN, 2021).
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Figura 4. Mecanismo esteatose hepética.

Citocinas

inflamatérias Tecido adiposo
o0 Doty inflamado Adipécito em lipdlise
TNF-a * : a.. e _

= e %
IL-6 (Y O ‘\) . / .\
( N\ .’..‘ ) ’ . { ~ > \
ﬂ AN A s \  Triglicérides '
A A s \

Acidos graxos Glicerol

- ‘//v

B Substratos para reesterificagéo e
A geragao de mediadotres lipidicos

Resisténcia insulinica
v

Gliconeogénese
Diacilglicerol
DNL

O surgimento da esteatose pode se originar da lipélise excessiva que leva ao acumulo de lipidios no
figado e da resisténcia insulinica aumentando a gliconeogénese. As citocinas podem atuar interferindo
na resisténcia hepética a insulina e oxidando negativamente os acidos graxos, ou ainda induzindo a

lipogénese. Fonte: Autor.

As citocinas inflamatdrias sdo capazes de ativar quinases celulares que
fosforilam residuos de serina no substrato do receptor de insulina. Individuos com Rl
apresentam maior aumento de diacilglicerois (DAG) e atividades da proteina quinase
C-teta, crucial na mediacao da resisténcia hepatica a insulina. Uma vez ativado pelo
DAG, essa quinase transloca para a membrana celular e fosforila o residuo especifico
de treonina no receptor de insulina, levando a desestabilizacéo da configuragcéo ativa
de receptor de insulina quinase e inibicdo de sua atividade de tirosina quinase. Outra
relacdo inflamatdria envolve macréfagos que que secretam IL-1, uma citocina proé-
inflamatoria que regula negativamente uma chave para a oxidacdo de acidos graxos
(DEWIDAR et al., 2020).

A lipogénese também esta relacionada a producéo de citocinas induzidos por
macréfagos M1, que séo inflamatorios. As proteinas de ligacao ao elemento regulador
de esterol (SREBPSs) séo expressas em M1, sendo a SREBP-1a a mais expressa. As
SREBPs sdo fatores de transcricdo que regulam a lipogénese via acetil-CoA
carboxilase e acido graxo sintase, responsaveis pelas primeiras etapas da DNL
(DEWIDAR et al., 2020; VASSILIOU; FARIAS-PEREIRA, 2023).

Outra ligacdo entre quadro de obesidade e esteatose esta relacionado a

distarbios mitocondriais, devido a maior taxa respiratoria presente geralmente em
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individuos obesos com RI e figado gorduroso. Juntamente com hiperglicemia e
sobrecarga lipidica, isso induz uma cascata de sinalizacdes. A resposta proteica
desdobrada (UPR), uma opcao para restaurar o estresse do reticulo endoplasmatico
(ER), pode ativar as vias de resisténcia a insulina, esteatose hepatica e inflamacgéo
guando prolongada (DEWIDAR et al., 2020).

Em termos de caracterizacdo, a esteatose pode ser microvesicular, geralmente
a disfuncéo hepatica grave, estando relacionada com a B-oxidag&o dos acidos graxos
livres, ou macrovesicular, resultante de alteragdes fisiopatoldgicas crénicas, como
reducado da secrecéo hepatica lipidica (JESUS et al., 2014).

Entre os tratamentos para DHGNA, destaca-se a regulacdo do metabolismo
lipidico e glicidico como forma de proteger o figado. As intervengdes no estilo de vida,
tais como a melhoria da qualidade da dieta e a adequacéo alimentar sdo abordagens
nao medicamentosas essenciais no manejo da doenca (JESUS et al., 2014; RONG et
al., 2023). Dentre a intervencao dietética estaria 0 aumento de alimentos funcionais
como o feijao, pois os metabdlitos microbianos intestinais que podem ser produzidos
a partir de compostos dessa leguminosa séo considerados mediadores importantes
na manutencao do equilibrio do eixo intestino-figado (FENG et al., 2023).

Resumidamente, pessoas com DHGNA apresentam frequentemente
obesidade e/ou RI e diabetes tipo 2, e esses fatores estdo associadas geralmente a
disbiose intestinal. A disbiose pode levar ao aumento da permeabilidade intestinal,
permitindo que endotoxinas (como lipopolissacarideos) alcancem o figado, causando
danos aos hepatdcitos, inflamacdo e fibrose. Os acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), ou seja, os metabdlitos, podem ajudar na manutencao da barreira intestinal
mediando a inflamacéo (LANG; SCHNABL, 2020).

Considerando o impacto da obesidade na populacéo e a deficiéncia de ferro,
frequentemente associada ao consumo em excesso de alimentos densamente
caloricos ou a falta de acesso a alimentos nutritivos ou, a dieta é a primeira linha de
defesa e a principal fonte de ferro. Acredita-se que as propriedades funcionais de
grupos alimentares, combinadas com uma dieta equilibrada, podem auxiliar na
regulacdo do peso corporal e no estado metabdlico (AVNEE et al., 2023; ROCHA;
LOPES; HERMSDORFF, 2016). Em especial, as leguminosas sao destacadas por
seus componentes que beneficiam os perfis lipidicos e glicidicos, além de seu baixo

indice glicémico, que influencia a glicose pds-prandial, contribuindo para a reducéo de

15



manifestacées metabolicas indesejaveis (CARDENAS; ROSA; COSTA, 2016; COSTA
et al., 2016).

O Guia Alimentar para a Populacao Brasileira ressalta a importancia de uma
alimentagao nutricionalmente balanceada, incluindo o consumo alimentos in natura ou
minimamente processados, em grande variedade e predominantemente de origem
vegetal (BRASIL, 2014). Partindo desse principio, novas fontes de ferro com origem
vegetal com boa biodisponibilidade estdo sendo exploradas. Leguminosas como o
feijdo-caupi, além de fazer parte de programas de biofortificagdo, enquadram-se no
grupo de alimentos in natura e constituem uma alternativa de baixo custo, com boa
qualidade nutricional e sustentavel para melhorar a qualidade da alimentacdo da
populacdo (EMBRAPA, 2024; SILVA, 2022).

3.4. Biofortificacao

Micronutrientes essenciais como Fe, Zn e vitamina A sdo importantes para o
desenvolvimento e crescimento humano, e s&o cruciais em muitas funcbes
metabdlicas. No entanto, a deficiéncia destes afetam milhdes de pessoas ao redor do
mundo, sendo, portanto, alvos para a biofortificacdo (ANTUNES et al., 2019; JHA,
WARKENTIN, 2020).

A Dbiofortificacdo é uma estratégia para combater a deficiéncia de
micronutrientes, desnutricdo, fome oculta e melhorar o perfil nutricional de alguns
alimentos (SHEORAN et al., 2022). Essa abordagem baseia-se na melhoria do perfil
nutricional de alimentos vegetais por meio de intervengBes agronémicas,
biotecnologia e melhoramento vegetal convencional, para que pessoas sem acesso a
uma dieta saudavel e diversificada possam obter produto alimentar final com maior
teor de minerais e outros micronutrientes (LIBERAL et al.,, 2020). Ademais é
considerada a solu¢cdo mais sustentavel, podendo contribuir para a maior
biodisponibilidade e biacessibilidade de micronutrientes como o Fe nos alimentos
(OFORI et al., 2022).

Em termos de alcance dos alimentos biofortificados, aproximadamente 4,6
milhdes de familias cultivam arroz e trigo ricos em Zn, cerca de 3 milhdes de familias
na Africa sub Saara e América Latina se beneficiam do feijdo rico em Fe e 2,6 milhdes
de pessoas na Africa Subsaariana e no Brasil comem mandioca rica em pré-vitamina
A (DWIVEDI et al., 2023).
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No Brasil o programa de biofortificacdo comecou a partir de 2003, entre
Programa HarvestPlus e Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa),
tendo como objetivo inicial as culturas da mandioca, feijao e milho devido ao potencial
agrondmico e maior valor nutricional e em 2006 o feijao-caupi foi inserido no projeto
(NUTTI, 2011). Atualmente a rede BioFORT é responsavel pela biofortificacdo de
alimentos no Brasil, e é coordenada pela Embrapa, e conta com 15 unidades
Embrapa, além das parcerias com universidades, institutos de pesquisa, prefeituras,
governos estaduais e associacdes de produtores, e tem como foco o melhoramento
do arroz, feijao, feijdo-caupi, mandioca, batata-doce, milho, abobora e trigo
para aumento dos teores de Fe, Zn e vitamina A na dieta da populacdo mais carente
(EMBRAPA, 2024).

O Programa HarvestPlus majoritariamente adota a abordagem do
melhoramento convencional, pois € um meio mais rapido para obter colheitas mais
nutritivas nas maos de agricultores e consumidores; ndo enfrenta obstaculos
regulatérios e é amplamente aceito. Nesse método plantas da mesma espécie sao
selecionadas no campo e aquelas com maiores teores de nutrientes desejados e
melhores caracteristicas agronémicas seguem para serem cruzadas e reavaliadas
(EMBRAPA, 2023).

3.5. Feijao

O feijao é uma leguminosa de grande importancia para a alimentacéo e nutricao
humana, sendo amplamente consumido no México, América Central, América do Sul
e em varios paises africanos (CARDENAS; ROSA; COSTA, 2016; FERREIRA;
BARRIGOSSI, 2021; GRDEN; JAKUBCZYK, 2023). A FAO (2023) menciona que
apesar de ser uma fonte de proteina mais barata em comparacéo as de origem animal,
o consumo de feijao vem diminuindo. No Brasil, entre 2013 e 2019, houve uma queda
no consumo de feijdo in natura de 72% para 68,3%. Dentre as causas desse
decaimento, tem-se a a substituicdo por alimentos de preparo mais rapido, acessivel
e conveniente (BRASIL, 2024a; JUNIOR et al., 2024).

Além de ter um impacto socioecondmico significativo, o feijdo desempenha um
papel crucial na seguranca alimentar global e no combate a pobreza e a fome (FAO,
2023; FELIPE et al., 2023; FERREIRA; BARRIGOSSI, 2021). No Brasil, o feijao é um

alimento basico, consumido diariamente junto com o arroz, caracterizando a cultura
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alimentar brasileira (FAO, 2023; FELIPE et al., 2023; FERREIRA; BARRIGOSSI,
2021).

Existem dois principais tipos de feijao, o feijjao-comum (Phaseolus vulgaris L.)
e o feijao caupi (Vigna unguiculata). No que diz respeito ao consumo no Brasil, 80%
sdo de feijdo-comum (Phaseolus vulgaris) e 20% sao de feijdao-caupi (Vigha
unguiculata) (JUNIOR et al., 2024). O feijdo-caupi possui origem africana e foi
introduzido no Brasil pelos primeiros colonizadores portugueses no século XVI, mais
precisamente na Bahia, e dai em diante acompanhou a colonizagéo se disseminando
por outros estados. E classificada cientificamente como planta Dicotyledonea, da
ordem Fabales, familia Fabaceae, subfamilia Faboideae, tribo Phaseoleae, subtribo
Phaseolineae, género Vigna, subgénero Vigna, seccdo Catyang, espécie Vigna
unguiculata (L.) Walp. e subespécie unguiculata, subdividida em Unguiculata,
Sesquipedalis, Biflora e Textilistem (FILHO et al., 2011). A leguminosa € consumida
principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil e € uma das cultivares alvos
da biofortificagdo com Fe, que busca reduzir a alta prevaléncia de anemia ferropriva
nessas regides (SANT’ ANA et al., 2019).

O feijdo-caupi tem varios nomes populares: feijdo-macassa e feijado-de-corda,
na regidao Nordeste; feijdo-de-praia, feijdo-da-coldnia e feijdo-de-estrada, na regiao
Norte; feijdo-miudo, na regido Sul. Na regido Norte, h& ainda um tipo importante para
a culinaria local chamado de manteiguinha, que tem graos de cor creme e muito
pequenos. No Estado da Bahia e norte de Minas Gerais é chamado de feijao-gurutuba
e feijdo-catador. E ha um tipo de grdo que tem o tegumento branco com um grande
halo preto, que é chamado de feijao-fradinho nos estados de Sergipe, Bahia e Rio de
Janeiro (FILHO et al., 2011).

A atencdo de consumidores e pesquisadores voltado para o feijao-caupi esta
crescente, devido as suas propriedades benéficas a saude. Os mecanismos de
prevencdo de doencgas cronicas estdo associados a presenca de fibras alimentares
soluiveis e insoluveis, fitoquimicos, proteinas e peptideos (JAYATHILAKE et al., 2018).
Atualmente a importancia econdmica dessa cultura do feijdo-caupi também vem
crescendo, pois, seu cultivo é feito tanto por pequenos como por médios e grandes
produtores com uso da alta tecnologia. Outro ponto importante, € seu papel na

nutricdo humana como estratégia de combate a inseguranca alimentar e nutricional,
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principalmente em areas menos favorecidas (JUNIOR et al., 2024; FERREIRA et al.,
2022).

3.5.1. Propriedades funcionais do feijdo

Ha inumeros estudos evidenciando os efeitos benéficos do feijdo ao organismo
(LIMA et al., 2019; HERNANDEZ-VELAZQUEZ et al., 2020; LIYANAGE et al., 2018),
conforme evidenciado na Tabela 1. Quando incorporados em dietas rica em gordura
por exemplo, podem modular o metabolismo do colesterol ou ainda atenuar quadros
inflamatorios e melhorar a saude intestinal dentre outros iniameros beneficios
(LIYANAGE et al., 2018; MONK et al., 2021). Em parte, essas contribuicdes positivas
se dao por conta de seus componentes, considerando que a leguminosa é altamente
nutritiva, pois possui alto teor de proteinas de facil digestdo (20-32%), carboidratos
(53,3-67,1%), baixo teor de lipidios (0,71-1,85%), e adicionalmente possui minerais
como Fe, fibras alimentares, fitatos, saponinas, vitaminas e compostos bioativos,
incluindo polifendis, polissacarideos e peptideos, além do amido resistente que tem
efeitos semelhantes a fibra alimentar soltvel, tornando-o assim um alimento popular
com propriedades funcionais (ALFARO-DIAZ et al., 2023; CARDENAS; ROSA;
COSTA, 2016; MEHTA; RAO; SAINI, 2021; VIEIRA et al., 2023).

Outro aspecto relevante € que a populacdo mundial e o stress ambiental estao
cada vez maior e de forma semelhante a demanda por proteinas continua a crescer,
assim como a desnutricdo energética-proteica (DEP) que vem atingindo cerca de 6
milhdes de pessoas ao redor do mundo. Situa¢des como estas estdo levando a uma
maior demanda por produtos alimentares ricos em nutrientes e mais sustentaveis
(SHEN; HONG; LI, 2022; ZHU et al., 2024). Ressalta-se que além do baixo custo,
leguminosas, tais como o feijdo-caupi, tendem a ser uma cultura multifuncional, pois
sao fontes viaveis de proteinas de alta qualidade por terem propriedades benéficas
para a saude humana quando comparadas as fontes de proteina animal, incluindo
reducdes nos fatores de risco para doencas cardiovasculares e contribuicdes para o
aumento da saciedade, além de ser uma planta resiliente, contribuiu para a
sustentabilidade e possui beneficios agronémicos mesmo em condi¢ées de mudanca
climatica (FERREIRA et al., 2022; MEKONNEN et al., 2022; NOSWORTHY et al.,
2023; ZHU et al., 2024).
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Logo, a inclusédo da leguminosa na dieta humana, se consumido regulamente,
pode ser uma estratégia positiva, proporcionando melhora do perfil glicémico e
lipidico, da hipertensédo arterial. Pode ainda, atuar na reducgdo do risco do cancer e
melanogénese, assim como exercer atividades hepatoprotetoras, atenua o quadro
obesogénico, a inflamacéao de baixo grau, favorecer a microbiota intestinal saudavel e
ainda gerenciar o risco de doencas relacionadas ao sistema imunologico
(CARDENAS; ROSA; COSTA, 2016; HOU et al., 2019; MULLINS; ARJMANDI, 2021).

Mullins e Arjmandi (2021), s&o incisivos quando mencionam que O
comportamento alimentar € um fator de risco mutavel muito importante, e que o0s
padrées alimentares baseados em vegetais favorecem a salde e atenua doencas

através do perfil nutricional e compostos bioativos, incluindo os fitoquimicos.

Tabela 1. Efeitos funcionais do feijo.

Referéncia ] Modelo de Tempo de
o Nome cultivar . . Resultado
bibliogréafica estudo intervencgao

A HDL-c, peso fecal e conteudo

- ) cecal, populacdo de
] Feijdo-caupi )
Liyanage et Ratos Lactobacillus cecal,;
“‘Bombay” e 6 Semanas !
al. (2018) M35 machos ¢ Peso do figado, pH, colesterol
sérico, triglicérides.
¢ Sintese hepatica de colesterol,
absorcao intestinal de colesterol,
colesterol plasmético, fracdo néo-
Nguyen et al. Phaseolus
) Hamsters 4 Semanas HDL,;
(2019) vulgaris L.
f Excrecdo fecal de colesterol,
Manutencdo das concentracdes do
HDL.
‘Colesterol Sérico;
Kilua et al. Phaseolus f Propionato;
) Ratos machos 4 Semanas ) ) ) )
(2020) vulgaris Modulacéo da microbiota intestinal

e na fermentacao fecal.
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Zhao et al.
(2021)

Danos a funcdo hepatica e a
esteatose hepatica; ganho de
peso, do acumulo de lipidios, niveis

i séricos de lipidios e
Vigna Camundongos ) ] .
. 12 Semanas lipopolissacarideos;
angularis machos o . .
A sensibilidade a insulina;
Melhora da homeostase da glicose
e reversdo dos desequilibrios da

microbiota intestinal.

Ll et al.
(2022b)

Regulacéo da microbiota intestinal;

‘Peso corporal, ganho de peso,

. hiperglicemia, hiperlipidemia,
Feijdo mungo Ratos machos 5 Semanas o ) ] .

resisténcia a insulina, inflamacéao,

alteracdes oxidativas, danos ao

figado e rins.

Ashraf et al.

(2020)

Potencial para inibicdo da sintese

) ] de colesterol e sua solubilidade na
Vigna radiata, ) o _ o o
Digestéao in micela. Atividade antioxidante.
Faseolus ) - ] L
_ vitro Alternativa de aplicagdo nas
vulgaris o ) o
industrias alimenticia e

nutracéutica.

Liu et al.,
(2019)

Melhora do perfil lipidico sérico e

hepatico, do sistema de defesa
Ratos machos 4 Semanas o .
antioxidante e da expressado

' . genética antioxidante.
Vigna radiata

L, Pisum In vitro - Altas atividades antioxidantes.

sativum L . x
Possibilidade de restauracdo dos

ervilha P s .
( ) niveis de lipidios intracelulares,

Células
HepG2

- malondialdeido e atividades de
enzimas antioxidantes em células

HepG2 induzidas por acido oleico.

Kitano-

Okada et al.

(2019)

Vignha .
. Humanos 8 Semanas 4 HDL-c apés 4 semanas.
angularis
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* Perda de peso do grupo de feijao

(2,24kg) em relagdo ao placebo

Wang et al. Phaseolus )
. Humanos 35 Dias (0,29kq);
(2020) vulgaris
¢ IMC, gordura corporal e
espessura da gordura subcutanea.
Feijdo preto,
Navy, Pinto
Doma et al.
(2021) beans, Dark Humanos 4 Semanas ‘Colesterol total e LDL-c.
red kidney,

feijdo branco

¢ Apolipoproteina B-100;

Escobedo et Phaseolus ) .
_ Humanos 4 Semanas Sem efeito nos parametros
al. (2021) vulgaris L o o
lipidicos ou glicémicos.
3.5.2. Fibras alimentares e fatores complexantes de minerais

O feijdo-caupi é rico em nutrientes e compostos bioativos promotores da saude,
como a fibra alimentar. Um estudo proposto por Akissoé et al. (2023), realizado no sul
de Benim revelou que o consumo médio de 58g a 71g de feijao-caupi por adulto ao
dia contribui com 42% da ingestao diaria recomendada de fibra alimentar. A ingestao
de carboidratos nao digeriveis, como fibras alimentares, pode impactar positivamente
a saude, ajudando a prevenir anormalidades associadas a obesidade (MONK et al.,
2021).

As fibras alimentares séo definidas como polissacarideos e lignina originarios
de alimentos vegetais resistentes a hidrolise das enzimas digestivas humanas, e que
apresentam somente ligacdes do tipo beta, e as enzimas humanas clivam somente
ligagbes do tipo alfa, presentes no amido (LOTTENBERG; UONACORSO, 2009).
Dentre os pontos positivos do consumo de fibras alimentares, podemos citar a
atenuacdo do desenvolvimento de DCNT, além de outras mdltiplas patologias
(BARBER et al., 2020; KILUA et al., 2020). Sao classificadas de acordo com a sua
solubilidade na agua, sendo elas soluveis e insoluveis (PRASAD; BONDY, 2019).

As fibras alimentares soluveis permitem o aumento do bolo fecal; maior
excrecdo de lipidios nas fezes; reduzem o esvaziamento gastrico com efeito de
saciedade mais duradouro; e devido a viscosidade, a digestéo e absorgao da glicose
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e lipidios fica mais lenta (CARDENAS; ROSA; COSTA, 2016). Elas absorvem agua
formando um gel no intestino e sdo fermentadas no célon pelas bactérias probioticas
de forma mais rapida, e essa capacidade de fermentacao contribui para a saude da
microbiota intestinal, pois com isso sdo produzidos acidos graxos de cadeia curta
(AGCC), como o propionato, butirato e acetato, que funcionam para manter a
homeostase intestinal e desempenham papéis essenciais numa ampla gama de
funcBes biolodgicas. Podem impactar no metabolismo lipidico, glicidico, proliferacédo
celular, na inflamacéao e na funcionalidade do sistema imune (LI et al., 2023; PRASAD;
BONDY, 2019).

Esses AGCC produzidos através da fermentacéo sédo rapidamente absorvidos
(de 90 a 95%), sendo oxidados ou metabolizados no figado (FILISETTI; LOBO;
COLLI, 2020). O butirato, acido graxo de 4 carbonos, que € rapidamente absorvido
pelo intestino, pode aumentar a apoptose e suprimir crescimento de células
cancerigenas, além aumentar os niveis de insulina celular e a sua producéo
(MATHERS, 2023; PRASAD; BONDY, 2019). Ja o propionato desempenha papel
crucial na reducéo dos lipidios, colesterol sérico, e no comportamento alimentar, visto
gue pode aumentar a liberacdo do peptideo YY, que relacionado com a inibicdo do
apetite. E o acetato induz a apoptose, e assim como o propionato esta relacionado a
reducado do apetite (PRASAD; BONDY, 2019).

Ademais, os AGCC desempenham um papel vital na regulacdo imunolégica e
inflamatéria, promovendo a diferenciacdo de células T e influenciando a liberacéo de
citocinas anti-inflamatérias. Eles também afetam a absorcdo de minerais, aumentando
a solubilidade dos minerais e estimulando sua absorcdo devido a reducdo do pH
luminal (Figura 5) (FILISETTI; LOBO; COLLI, 2020; LI et al., 2023).
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Figura 5. Vias de atuacao dos acidos graxos de cadeia curta.
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Os AGCC produzidos pela fermentagdo bacteriana a partir de carboidratos ndo digeriveis no intestino
grosso modulam inimeros processos fisioldgicos, incluindo mediadores metabolismo lipidico, glicidico,
transducdo de sinal alterada e regulagédo da expressé@o génica por meio de mecanismos epigenéticos

e mediados por fatores de transcricdo. Fonte: Adaptado de Mathers (2023).

O aumento da ingestao de fibras alimentares solGveis representa uma pequena
contribuicdo, que junto a alimentacdo saudavel e ao uso de outros alimentos
funcionais podem colaborar para a promocdo da saude, como na reducdo do
colesterol, que assume um importante papel no desencadeamento da génese da
aterosclerose e das doencas cardiovasculares (DCV) (LOTTENBERG,;
UONACORSO, 2009). No entanto, a ingestado inadequada de fibra alimentar pela
maioria das populac¢des ao redor do mundo continua sendo um desafio de urgente de
saude publica (MATHERS, 2023).

Porém, os alimentos a base de plantas contém concentracdes de substancias
gue podem afetar negativamente as vias metabdlicas, pois formam complexos de
interacdo que reduzem a digestibilidade de carboidratos, proteinas e dificultam a
biodisponibilidade e absorcdo de minerais como Fe. Dentre os complexantes
podemos citar os taninos, fitatos, polifendis, saponinas, lectinas e inibidores de
proteases (ANDERSON, 2020; CARDENAS; ROSA; COSTA, 2016; RODRIGUEZ-
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ESPANA et al., 2022). Entende-se por biodisponibilidade a absorc&o ou captacéo do
nutriente pela mucosa intestinal; transporte; assimilacéo celular e a conversao de um
nutriente em sua forma biologicamente ativa (COSTA; MARTINO, 2011).

O fitato (hexafosfato de mio-inositol [IP6]), € a principal forma em que a planta
armazena fosforo, em leguminosas como o feijdo-comum pode variar de 0,6 a 2,7%,
e no processo de germinacdo a enzima fitase é ativada e o fitato é degrado,
melhorando assim a bioacessibilidade e biodisponibilidade mineral (CARDENAS;
ROSA; COSTA, 2016; ELLIOTT et al., 2022). Os taninos s&o produtos condensados
de polifendis, reagem covalentemente com grupamentos épsilonamino dos residuos
de lisina, inibindo a quebra dessa ligacdo peptidica catalisada pela tripsina, e seu
efeito adstringente confere a ele a capacidade de precipitar proteinas, e dessa forma
indiretamente reduzir a absor¢do de minerais (COQUEIRO; BONVINI; TIRAPEGUI,
2020).

Ainda, os polifenéis ou compostos fendlicos encontram-se amplamente
distribuidos na natureza, e sao considerados metabdlitos secundarios das plantas.
Nas plantas, eles exercem funcdo de fotoprotecéo, defesa contra microrganismos e
insetos, além de serem responsaveis pela pigmentacado e por algumas caracteristicas
organolépticas dos alimentos. E sdo os que mais contribuem para a baixa
digestibilidade do feijdo por conta do complexo formado com as proteinas
(CARDENAS; ROSA; COSTA, 2016; HORST; CRUZ; LAJOLO, 2020). Os alimentos
ricos em polifendis reduzem a biodisponibilidade de Fe das refeicbes, e alimentos
ricos nesses compostos como os feijoes, café e uvas também inibem a absorcdo do
mineral (MILLER, 2019).

Para mitigar a concentracdo desses fatores complexantes e aumentar a
biodisponibilidade de outros nutrientes em leguminosas como o feijdo alguns
processos podem ser adotados. No estudo de Abera; Yohannes e Chandravanshi
(2023), o &cido fitico reduziu 12-16% na embebicdo e no cozimento teve uma
diminuicao de 37-38%, ja o tanino, mostrou um decréscimo de 23-30% na embebicao,
seguido de 21-41% durante o cozimento. Sant’Ana et al., (2019), em seu estudo com
feijdo-caupi, observou que a bioacessibilidade in vitro do feijao germinado apresentou

valores mais elevados em comparagédo com cozimento.
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No entanto, apesar de reduzirem absor¢cdo de minerais, estes compostos
podem trazer efeitos benéficos, e sdo capazes de modular diversas vias metabolicas
(CARDENAS; ROSA; COSTA, 2016).

O fitato pode atuar em relagao ao controle glicémico, por ser capaz de regular
a insulina através canais de calcio e no perfil lipidico pode atuar na reducédo do
colesterol e dos triacilglicerdis plasmaticos (CARDENAS; ROSA; COSTA, 2016;
RIBEIRO et al., 2019). Os polifendis atuam como anti-inflamatoérios; na prevencéo da
oxidagéo lipidica, evitando danos ao endotélio; em relagdo ao controle glicémico
atuam na inibicdo de enzimas (a-amilase e a a-glicosidase); estimulam a secrecéo de
insulina e reduz sua producdo; agem na captacdo de glicose; possuem efeito
hipotensor e potencial quimiopreventivo, devido a capacidade de modular alteragées
epigenéticas em células cancerosas (GRANT; HAMILTON, 20013; RIBEIRO et al.,
2019). A modulacéo de alguns destes parametros ajudam a reduzir o risco de diabetes
e doencas cardiovasculares (VIEIRA et al., 2023). Assim, estes compostos apesar de
nao possuirem recomendacdes especificas de ingestao diaria por parte das agéncias
internacionais, eles representam uma estratégia em potencial para o0 manejo das
DCNT (RIBEIRO et al., 2019).
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4. MATERIAL E METODOS

O projeto desenvolveu-se nos laboratérios do Centro de Ciéncias Agréarias e
Engenharias (CCAE) e no Centro de Ciéncias Exatas, Naturais e da Saude (CCENS)
da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), campus de Alegre, na regiao sul

do Espirito Santo.

4.1. Matéria-prima

Para o estudo foram utilizados 3 cultivares de feijdo-caupi (Vigna unguiculata
(L.) Walp.), BRS Aracé e BRS Tumucumaque biofortificados com Fe, e cultivar
convencional BRS Pajeu (Figura 6 A, B e C), fornecidos pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), Meio-Norte, Piaui.

O cultivar BRS Aracé pertencente ao grupo comercial cores, subclasse verde,
o cultivar BRS Tumucumaque da classe comercial branco liso com tegumento na cor
branco e liso com halo marrom e o BRS Pajeu classe cores, subclasse comercial
mulato-claro (FILHO et al., 2011).

4.2. Processamento da matéria-prima

Os graos de feijdes-caupi foram incialmente submetidos a uma selecao prévia
para retirada de sujidades e lavados com agua deionizada. Posteriormente foram
cozidos sem imersdo prévia em panela de pressado elétrica doméstica (ELGIN®,
capacidade de 4 litros, modelo 42PPR1002000) na proporcao de 1:2 (p/v), durante 50
minutos com agua deionizada. Apds o cozimento, 0s graos juntamente com o caldo
de cozimento foram resfriados e ficaram 24h no congelador em geladeira (Electrolux®,
modelo Frost Free DF 48). Apés esse periodo foram levados para o ultrafreezer
(Thermo Scientific®, modelo REVCO EFX) a - 80°C por 48 horas, e em seguida
liofilizados (JJ Cientifica®, modelo LIW) a 60°C por 24 horas. Posteriormente o
conteudo liofilizado foi triturado no liquidificador de inox (Colombo Premium®,
capacidade de 2 litros, modelo AR) para obtencdo de uma farinha fina. Foram
utilizadas embalagens laminadas identificadas para o acondicionamento da farinha,
protegidos da luz sob temperatura de -20°C (Electrolux®, modelo FE 26 vertical). A

Figura 6 ilustra os graos in natura (A, B e C) e ap0s a obtencéo da farinha (D, E e F).
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Figura 6. Matéria-prima.

(A): BRS Aracé. (B): BRS Tumucumagqgue. (C): BRS Pajeu. (D): Farinha cultivar BRS Aracé. (E):

Farinha cultivar BRS Tumucumaque. (F): Farinha do cultivar BRS Pajed.

4.3. Analises fisico-quimicas
4.3.2. Composicao centesimal e amido resistente

A determinacdo da umidade, cinzas, lipidios e proteina da farinha de feijao-
caupi seguiu as metodologias da Association of Official Analytical Chemists (AOAC,
2019), no qual a umidade foi determinada em estufa (Biopar®, modelo 580SD) a
105°C até obter o peso constante e o residuo mineral referente as cinzas por meio da
incineracdo em mufla (STECNO®) a 550°C por 6 horas.

O teor de lipidios foi determinado por extracdo em Soxhlet utilizando éter de
petréleo como o solvente extrator. Para quantificar as proteinas foi utilizado o teor total
de nitrogénio quantificado através do método de Kjeldahl, em que o teor de proteina
foi calculado multiplicando-se o resultado encontrado de nitrogénio pelo fator 6,25
(AOAC, 2019).

O conteudo de fibras alimentares sollveis e insoluveis foi quantificado pelo
meétodo enzimatico-gravimetrico, utilizando kit comercial (Total Dietary Fiber Kit,
Megazyme®). Para a hidrélise enzimatica foi usado a-amilase termorresistente,
protease e amiloglucosidase. Para a filtracdo utilizaram-se cadinhos de vidro com
placa porosa e celite como auxiliar de filtragdo. A quantificagao da fibra alimentar total
foi determinada pela soma de fibras alimentares sollveis e insolliveis (ASP et al.,
1983). O amido resistente foi mensurado utilizando-se o kit comercial da Megazyme®
(Mega-Calc ™, Resistant Starch (K-RSTAR)).
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O teor de carboidrato foi calculado por diferenca centesimal, subtraindo a soma
do conteudo de lipidios, proteinas, umidade, cinzas e fibra alimentar total por 100.
Para calculo do valor energético total da farinha dos feijées-caupi, os teores de
carboidratos e proteinas obtidos foram multiplicados por 4 kcal/g e lipideos por 9 kcal/g
(MACLEAN et al., 2003).

4.3.3. Determinacao do teor de ferro
O teor de Fe foi determinado com base na AOAC (2019), por espectrometria
de absorcédo atbmica, em que todas as vidrarias e instrumentos que entraram em
contato com as amostras foram previamente desmineralizadas com &cido nitrico a
10% overnight e posteriormente lavadas com agua deionizada. Inicialmente foi
realizada a digestdo de 0,5 g de amostra com 10 mL de &cido nitrico P.A. em
equipamento de micro-ondas MARS 6 (CEM Corporation®). A etapa do micro-ondas
envolveu trés etapas:
1. Rampa de temperatura de 25 minutos até 210°C;
2. Manutencao da temperatura por 15 minutos a 210°C;
3. Descida de 15 minutos até temperatura ambiente.
Em seguida, as amostras foram transferidas para baldo volumétrico de 25 mL
e o volume completado com &gua deionizada. As amostras foram lidas em
espectrometro de absor¢cdo atdomica (SavantAA; GBC Scientific Equipment®), com

curva padréo elaborada a partir de solucao padrao de 1000 ppm.

4.3.4. Determinacao fitato e tanino

Para a quantificacdo do teor de fitato utilizou-se kit comercial Mega-Calc ™,
Phytic Acid / Total Phosphorus (K-PHYT) da marca Megazyme®. O conteudo de
taninos foi mensurado utilizando os métodos de Burns (1971), pela reacédo
vanilina/HCI e as absorbancias medidas a 500 nm em leitor de microplaca (Multiskan
GO, Thermo Scientific®). Para elabora¢do da curva padrao, foi utilizada a catequina
e os resultados foram expressos em miligramas de equivalente a catequina por grama

de amostra seca (mg EC / g).
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4.3.4.1. Razéo molar fitato:ferro

Com os dados obtido das analises de Fe e fitato dos feijdes, foi calculada a
razdo molar fitato:ferro, seguindo a férmula abaixo, sendo 659,91 g/mol o peso
molecular do fitato e 55,8 g/mol o peso atdomico do ferro.

Teor de fitato (g) / 659,91
Teor de ferro (g) / 55,8

Razao molar fitato:ferro =

4.3.5. Compostos fendlicos totais e capacidade antioxidante
4.3.5.1. Preparo do extrato

De acordo com o método descrito por Lima et al. (2004), com algumas
modificacdes, inicialmente pesou-se 0,5 g da amostra de farinha de feijdo em um
frasco Erlenmeyer. Em seguida, adicionou-se 20 mL de agua deionizada a
temperatura ambiente nas amostras. As amostras foram mantidas em agitacédo
magnética (Kasvi®, modelo K 40) durante 60 minutos no escuro. ApGs esse periodo,
foram filtradas utilizando-se uma bomba de vacuo (Tecnal®, Modelo TE-058) e os
residuos foram submetidos a um novo processo de extracdo, no qual foram
adicionados mais 15 mL de &gua deionizada a temperatura ambiente e agitados
novamente nas mesmas condi¢des do procedimento descrito, totalizando 2 horas de
extracdo. Por fim, as amostras foram filtradas novamente utilizando-se a bomba de
vacuo e armazenadas em tubo Falcon identificados e protegidos com papel aluminio

no freezer a -20 °C (Electrolux®, modelo FE 26 vertical) até 0 momento da analise.

4.3.5.2. Compostos fendlicos totais

Para a andlise do teor de compostos fendlicos totais foi utilizado o método
espectrofotométrico em leitor de microplaca (Multiskan GO, Thermo Scientific®), a 760
nm, empregando o acido galico (entre 10 ppm e 130 ppm) para elaboragéo da curva
padrao e o reagente Folin-Ciocalteau. Os resultados foram expressos em miligramas
de equivalente ao acido galico por grama de amostra seca (mg GAE / g) (SINGLETON;
ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999). A curva-padrdo resultante de é&cido
galico utilizada para a analise de compostos fendlicos totais € representada pela
regressao expressa por y = 0,0083x + 0,0613, apresentado um fator de correlacao de
0,9989.
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4.3.5.3. Capacidade antioxidante
Para determinacao da atividade antioxidante utilizou-se extrato aquoso descrito

no item 4.3.5.1., diluido na proporgéo 1:10.

4.3.5.3.1. Método ABTS (Radical 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico))

Para medir a atividade antioxidante através da captura do radical ABTS foi
utilizada metodologia adaptada de Rufino et al. (2007). Resumidamente em um tubo
de ensaio sob auséncia da luz foram adicionados 3 mL de solucdo ABTS e 30 pL do
extrato aquoso do feijao-caupi. O conteudo foi agitado por 10 segundos e, em seguida,
mantido no repouso por 6 min. Apds esse periodo, foi retirado uma aliquota de 200 pL
e a absorbancia foi lida em leitor de microplacas a 734 nm (Multiskan GO, marca
Thermo Scientific).

Para a construcdo da curva padrdo Trolox 2mM utilizaram-se concentracdes
entre 10 e 1500 pmol, sendo y= -0,0003x + 0,7148 R? = 0,9904. A atividade
antioxidante total foi expressa em pM de equivalente Trolox por g de amostra. Alcool
absoluto foi utilizado como branco para determinacdo da curva padrédo e atividade

antioxidante.

4.3.5.3.2. Método DPPH (Radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazina)

O método espectrofotométrico adotado para determinacdo da capacidade
antioxidante através do DPPH foi de Silveira et al. (2018), com modificacdes. A
determinacao da atividade antioxidante e da curva padrdo de Trolox foram realizadas
sob abrigo da luz, no qual transferiu-se 150 pL do extrato aquoso diluido dos feijdes
ou de cada concentracéo do Trolox para tubos de ensaio contendo 5,85 mL de solugéo
de uso de DPPH, a mistura foi homogeneizada e a absorbancia dos tubos (515 nm)
foi obtida apds 30 minutos. Em relacédo a atividade antioxidante das amostras, um tubo
foi preparado com alcool etilico em substituicdo ao extrato para controle negativo. A
curva padrao do Trolox iniciou-se com o preparo das diluicdes a partir da solucao
padrao de Trolox (2 mM). Foram preparadas solugdes de concentragdes de 100 uM a
800 uM, sendo y= -0,0005x + 0,5031 R2= 0,9936. Alcool absoluto foi usado como

branco para curva padréo e leituras das amostras.
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4.4. Ensaio biolégico
4.4.5. Comisséo de ética

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEAU/UFES), sob protocolo n° 013/2022, pela Universidade Federal do Espirito
Santo (UFES), ES, campus Alegre, Brasil (Anexo A).

4.4.6. Delineamento experimental

O numero de repeticdes por tratamento foi de 12 animais. A mensuracao
amostral utilizou-se o calculo do “n” amostral conforme citado por Fontenelles et al.
(2010), que € um método rotineiro e facil de calcular o tamanho da amostra,

considerando a=5%, e portanto, um Za/2 =1.96 utilizando a seguinte equagao:
2

S 2
" e

Em que:

n: nimero de animais por grupo.

s% variancia dos dados de referéncia.

x — W diferenca maxima razoavel.

z a/2: erro alfa do tipo |, na area das ciéncias da saude geralmente € estimado
em 5%.

Para confirmar o calculo de amostra utilizou-se dados de um estudo publicado
de Liyanage et al. (2018), no qual usou a suplementacéo de feijées-caupi em uma

dieta rica em gordura com ratos Wistar machos.

Utilizando-se dados do peso inicial tem-se:
n = (16,88)2\ (10)? * (1,96)? = 10,95 animais

Considerando o ganho de peso:
n = (15,435)2\ (9)? * (1,96)? = 11,30 animais

Levando em consideracdo que esse calculo pode produzir uma discreta
subestimagédo no tamanho amostral segundo Fontenelles et al. (2010), e as possiveis
perdas que podem ocorrer durante um experimento, utilizamos 12 animais por

tratamento, considerando 5 tratamentos, foram necessarios 60 animais.
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Neste estudo, foram utilizados 60 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus
norvergicus), recém-desmamados, provenientes do Biotério Central da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES), campus Maruipe, com peso médio de 126,6+ 12,52
g. Os animais foram mantidos individualmente em gaiolas de a¢o inoxidavel, com
temperatura controlada de 23°Cx1°C, com ciclo claro-escuro de 12 horas no
Laboratério — Multiusuario de Experimentacdo Animal (LABMEX), da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES), campus Alegre, e receberam agua deionizada ad
libitum durante todo o experimento. Em todo periodo experimental, o peso dos animais
e 0 consumo alimentar foram monitorados semanalmente. No monitoramento do
consumo alimentar foi considerado as sobras das dietas nos comedouros e a
desperdicada pelo animal na gaiola para ndo superestimar o consumo (COSTA,
2014).

A estimativa da biodisponibilidade do Fe se deu através da metodologia de
deplecao/replecdo da hemoglobina com adaptacdes, em que a deplecdo de ferro
(dieta isenta de ferro) ocorreu por 21 dias e a replecéo (dietas com fontes de ferro)
ocorreu por 35 dias. Durante toda a fase experimental com duracdo de 56 dias, os
animais receberam a dieta AIN-93G recomendada para roedores conforme
preconizado pelo American Institute of Nutrition com algumas adaptacées (COSTA,
2014; REEVES; NIELSEN; FAHEY, 1993). As dietas ofertadas se basearam em duas
opcoes, sendo elas normocalérica (ND) ou rica em gordura e acucar (HD), sendo essa
ltima com teor de 30% de lipidio, tendo como fonte principal a banha de porco e 30%
de carboidrato proveniente de acucar refinado de mesa (sacarose).

Assim, esse modelo experimental com uma exposicdo a dietas ricas em
gordura e acgUcar pode ser capaz de levar a efeitos negativos, tais como alteracdes
nas atividades metabdlicas e sistémicas, 0 que mimetiza as dietas ocidentais
humanas (ABDESSELAM et al., 2015; THANARAJAH et al., 2023).

4.4.6.1. Fase dadeplecao

Na fase de deplecdo com duracéo de 21 dias, os animais foram divididos em
dois grupos e receberam alimentacdo ad libitum isenta em Fe para induzir a anemia
ferropriva, sendo eles:

Grupo ND (n=12) com dieta normocaldrica isenta de Fe.

Grupo HD (n=48), dieta rica em gordura e acgucar isenta de Fe.
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Ao final da deplecéo, no dia 21, utilizando kit comercial (Labtest®, Ref.: 43) e
seguindo as orientagcdes do fabricante, foi determinada a concentracdo de
hemoglobina. Amostras de sangue foram coletadas por gotejamento apos sec¢éo da
extremidade da cauda dos animais. A confirmagé&o do estado anémico se deu por meio
da concentracédo de hemoglobina <12mg/dL (COSTA; MARTINO, 2014).

4.4.6.2. Fase dareplecéo

Para a avaliagdo da biodisponibilidade com a metodologia adaptada de
deplecao/replecdo da hemoglobina os grupos testes foram comparados ao grupo
controle, que recebeu sulfato ferroso (FeSO,) (AOAC, 1998).

Ao final dos 21 dias de deplecdo, os animais do grupo HD (n=48) foram
randomizados e subdivididos em 4 grupos experimentais, de forma que a
concentracdo da hemoglobina e peso fossem o mais préximo possivel entre 0s grupos
e sem diferenca estatistica. O estudo compreendeu 5 grupos de tratamentos, de modo
a saber:

Grupo I: NS (n=12) com dieta normocalérica + FeSO, (antigo grupo ND da
deplecao).

Grupo II: HS (n=12): dieta rica em gordura e acucar + FeSO,.

Grupo Ill: HA (n=12): dieta rica em gordura e acucar + BRS Aracé.

Grupo IV: HT (n=12): dieta rica em gordura e agucar + BRS Tumucumaque.

Grupo V: HP (n=12): dieta rica em gordura e acucar + BRS PajeU.

A dietas HS, HS, HT e HP foram ofertadas de maneira peletizada devido ao
teor de gordura. As dietas referentes a cada tratamento estéo evidenciadas na Figura
7.

Figura 7. Dietas experimentais da fase de replecéo.
A iy B C D E
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(A) NS: normocaldrica + FeSO,. (B) HS: rica em gordura e agucar + FeSO,. (C): HA: rica em gordura
e aclicar + BRS Aracé. (D) HT: rica em gordura e agucar + BRS Tumucumagque. (E) HP: rica em gordura

e acUcar + BRS Pajel.
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Adaptado do estudo de Liyanage et al. (2018), em que utiliza uma dieta rica em
gordura em ratos Wistar suplementado com feijdes-caupi, o tempo da fase de replecéo
se estendeu por 35 dias, com intuito de ocasionar alteracdes metabdlicas. Foi dividida
em fases 1 e 2 (Figura 8). Na fase 1 (14 dias), todos os grupos receberam suas
respectivas dietas experimentais preparadas para terem o mesmo teor de Fe (12
mg/kg) proveniente dos feijdes ou FeSO,. Durante esse tempo as dietas foram
ofertadas diariamente de forma controlada com aproximadamente 18 gramas por dia.
Apoés os 14 dias do inicio da replecao (final da fase 1), a hemoglobina foi avaliada
novamente, utilizando o kit comercial (Labtest®, Ref.. 43), seguindo os mesmos
procedimentos de coleta descritos anteriormente (COSTA; MARTINO, 2014).

Os animais seguiram com as mesmas dietas por mais 21 dias, totalizando 35
dias de replecéo, que correspondeu a fase 2, e na ultima semana, foram coletadas
fezes de 3 dias consecutivos das bandejas abaixo das gaiolas, e acondicionadas em
recipientes individuais armazenadas sob temperatura de -80°C para extracéo lipidica
total, analise do colesterol e triglicérides. No penultimo dia do experimento (dia 55),
apos 12h de jejum, os animais foram pesados com auxilio de uma balanca digital
(modelo WPT 6C/1). Em seguida, realizou-se a analise de hemoglobina com um kit
comercial (Labtest®, Ref.: 43) para averiguar possiveis distincdes entre o0s
tratamentos com o alimento teste, seguindo os mesmos procedimentos do item
4.4.6.1. Nesse mesmo dia, foi realizado o teste de tolerancia a glicose (GTT) (Figura
8).
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Figura 8. Delineamento experimental.
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ND: normocalérica. HD: rica em gordura e agucar. NS: normocaldrica + FeSO,. HS: rica em gordura e aglcar + FeSO,. HA: rica em gordura e aglcar + BRS

Aracé. HT: rica em gordura e acucar + BRS Tumucumaque. HP: rica em gordura e agucar + BRS Pajel. Hb: hemoglobina. Fase 1: compreendeu 14 dias apos

a replegédo (entre o dltimo dia deplecao, dia 21, ao dia 35). A Fase 2 abrangeu todo o periodo da replegdo, com duracao de 35 dias (do dia 21 ao dia 56). A

andlise da Hb ocorreu no dia 21, 35 e no penultimo dia (dia 55).
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4.4.7. Dietas experimentais

As dietas ricas em gordura e agucar foram preparadas com no maximo 15 dias
de antecedéncia da sua utilizagdo, com o intuito de evitar a oxidacédo lipidica. Cada
ingrediente foi pesado individualmente em balanca digital (Radwag®, modelo WPT
6C/1), e, logo apos, os ingredientes referentes a cada dieta foram misturados
manualmente, e em seguida homogeneizados em batedeira industrial (marca
Venancio®, modelo UBP 12) por 20 minutos. As dietas prontas foram acondicionadas
em sacos plasticos identificados e armazenados em geladeira (Electrolux®, modelo
Frost Free DF 48). Todos os utensilios e equipamentos utilizados nas preparacdes
foram lavados previamente com agua deionizada para que fosse evitado a
contaminagao por Fe.

A partir da composi¢do dos macronutrientes das farinhas dos feijdes-caupi,
todas as dietas foram ajustadas para apresentarem quantidades semelhantes de
proteinas, fibra alimentar total, carboidratos, calorias e que fornecessem 12 mg/kg de
Fe. Para os tratamentos controle positivo e negativo (HS e NS) utilizou-se a albumina
como fonte proteica e o sulfato ferroso como fonte de Fe.

O teor de Fe e composicdo de macronutrientes esta detalhada na Tabela 2:
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Tabela 2. Composicao das dietas experimentais.

Deplecéao Replecéao
Ingrediente (g/kg)

HD NS HS HA HT HP
Amido de milho? 397,5 - 390,18 - - - -
Albumina 200 200 200 200 135,59 138,95 120,95
Sacarose 100 300 100 300 300 300 288,35
Amido dextrinizado 132 99,5 132 92,18 23,13 23,71 -
Banha de porco - 230 - 230 230 230 230
Oleo de soja 70 70 70 70 65,14 65 63,33
Celulose 50 50 57,32 57,32 19,71 13,19 -
Mix de minerais? 35 35 35 35 35 35 35
Mix de vitaminas 10 10 10 10 10 10 10
L-cistina 3 3 3 3 3 3 3
Bitartarato de colina 25 25 2,5 25 25 25 25
Feijao 3¢+ - - - - 175,93 178,65 246,87
Sulfato ferroso 3 - - 0,0596 0,0596 - - -
Composicéo das dietas
Teor de Fe (mg/kg) ® n.d. n.d. 21,20 16,81 18,26 17,67 17,59
Lipidios totais (g/100g) n.d. n.d. 7 30 30 30 30
Proteina (g/100g) n.d. n.d. 15,25 15,25 15,25 15,25 15,25
Carboidrato (g/100) n.d. n.d. 62,22 39,22 39,73 39,64 39,53
Fibra Alimentar Total
(4/100g) n.d. n.d. 5,73 5,73 5,73 5,73 5,73
VET (kcal/100g) n.d. n.d 372,89 487,89 489,92 489,59 489,14

1 Quantidade suficiente para fornecer 1 kg de dieta. 2 Isento em ferro. 3 Quantidade suficiente para
fornecer 12 mg de ferro por kg de dieta. 4 O preparo dos feijdes dieta seguiu a metodologia descrita no
tépico 4.2. 5 Teores determinados por espectrometria de absor¢éo atdmica. ND: normocaldrica. HD =
rica em gordura e acucar. NS: normocaldrica + FeSO,. HS: rica em gordura e agucar + FeSO,. HA: rica
em gordura e agUcar + BRS Aracé. HT: rica em gordura e aglcar + BRS Tumucumagque. HP: rica em
gordura e agucar + BRS Pajeu. Fe: ferro. VET: Valor Energético Total. Kcal: quilocaloria ingerida. N.d.:

nao determinado ou nao calculado.

4.4.8. Ganho de peso e de consumo alimentar

O monitoramento semanal do peso e do consumo alimentar possibilitou
estabelecer a evolugcdo de ambos as varidveis ao longo do estudo. E ao final do
periodo experimental foram calculados: ingestéo lipidica, média do ganho de peso

total (ganho de peso total / n); a média do consumo alimentar total (consumo alimentar
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total / n) e o consumo médio de Fe (consumo médio do grupo replecdo x mg/Fe/kg
dieta).

O coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA) foi determinado pela expressao:
CEA = (ganho de peso (g) / consumo alimentar (g)) x 100

E o coeficiente de eficiéncia energética (CEE) obtido pela razdo entre o ganho
de peso corporal final (g) e o consumo total de energia (kcal).

E a partir do peso corporal foi calculado o indice hepatossoméatico usando a
seguinte equacéao:
peso do figado (g) / peso corporal (g) x 100.

E a partir do conteddo total de fendlicos dos feijdes-caupi foi calculado a

ingestéo total desses compostos.

4.49. Dados murinométricos

A distancia nasoanal e a circunferéncia abdominal de cada animal foram
aferidos com o auxilio de uma fita métrica inelastica (Figura 9). Com os dados obtidos
foi possivel calcular o indice de Massa Corporal (IMC) para ratos e indice de Lee.

Sendo:

IMC= peso corporal (g)/ comprimento nasoanal (cm?)

indice de Lee= 3/peso corporal

comprimento nasoanal (cm)

Figura 9. Murinometria.
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(A): Afericdo comprimento nasoanal. (B): Afericdo circunferéncia abdominal.
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Resultados do indice de Lee acima de 0,3 é indicativo de obesidade e a faixa
de normalidade do IMC para ratos € entre 0,45-0,68 g/cm (BERNARDIS, 1970;
YUSTISIA et al., 2022).

As medicdes finais foram realizadas no ultimo dia do experimento logo apos os

animais serem anestesiados.

4.5. Eutanésia

No ultimo dia de experimento (dia 56 — Fase 2), ap0s 12 horas de jejum, 0s
animais foram anestesiados pela administracdo intraperitoneal de 0,2 mL/100g peso
corporal da solucdo anestésica contendo 3,75mL de cetamina, 2,5mL de xilasina e
3,75 mL de soro fisioldgico, logo apos realizada coleta de dados murinométricos.
Posteriormente, o sangue foi coletado por puncao cardiaca e centrifugados a 3000
rom por 10 minutos a 4°C para obtencdo do soro, e posteriormente foram
armazenados sob a temperatura de - 80°C para analises posteriores. Foram coletados
e pesados em balanca digital (Radwag®, modelo WPT 6C/1) tecido adiposo
epididimal, subcutaneo e visceral, e o figado. Todos os tecidos passaram por lavagem
em soro fisioldgico para remocao de sujidades, e posteriormente foram pesados. Um
fragmento de figado foi retirado com auxilio de tesoura cirdrgica para extracao lipidica
e armazenado a - 80°C, outro fragmento foi imerso em formaldeido a 10% para analise
histoldgica. Os tecidos restantes também seguiram para armazenamento a - 80°C.
Para as analises de AGCC e pH foram coletados contetdo cecal em microtubos

devidamente identificados e mantidos - 80°C.

4.6. Analises conteudo fecal e cecal
4.6.1. Secagem das fezes

Fezes coletadas de trés dias foram limpos e mantidos acondicionadas em tubos
Falcon identificados para cada animal sob temperatura de -80°C (Thermo Scientific®,
modelo REVCO EFX), logo apés foram secas e maceradas (Figura 10). A secagem
seguiu os procedimentos da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2019),
em estufa a 105°C (Biopar®, modelo 580SD) até obtencdo do peso constante. Logo
apos, cada amostra foi macerada com auxilio de um pistilo e almofariz, e mantidas
nos tubos Falcon identificados e guardados em embalagens laminadas a - 20°C
(Electrolux®, Modelo FE 26 vertical).
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Figura 10. Fezes dos grupos de tratamento.
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(A) NS: normocaldrica + FeSO. (B) HS: rica em gordura e acucar + FeS0O,. (C) HA: rica em gordura e
aclcar + BRS Aracé. (D) HT: rica em gordura e agUcar + BRS Tumucumagque. (E) HP: rica em gordura

e acUcar + BRS Pajel.

4.6.1.1. Extracao fecal de lipidios

Os lipidios fecais foram extraidos segundo o método de Folch; Lees; Stanley
(1957) com adaptagdes. Primeiramente 100 mg das fezes secas foram pesados e
colocados em tubos de ensaio, logo apés foram adicionados 1,9 mL de solucéo
cloroférmio: metanol (2:1) e homogeneizadas em vortex por 3 minutos. Em seguida
foram adicionados 400 pL de metanol e entédo, centrifugadas por 10 minutos, a 3000
rom. Os sobrenadantes das misturas foram retirados com pipetas de Pasteur e
transferidos para tubos de ensaio previamente tarados. Seguidamente, foram
adicionados 800 pL de cloroféormio e 640 pL de NaCl (0,73%), e uma nova
centrifugacgéo foi realizada nas mesmas condi¢des descritas anteriormente, e a fase
superior foi desprezada. Com o auxilio de uma pipeta, as paredes internas dos tubos
de ensaio foram lavadas com 900 pL de solucdo de Folch (3% de cloroférmio, 48% de
metanol, 47% de agua e 2% de NaCl a 29%) de modo que o fluido de lavagem caisse
levemente nas paredes do tubo de ensaio para que nao misturasse as duas fases.
ApoOs a lavagem a fase superior foi descartada. Por ultimo os extratos lipidicos foram
secos em estufa (Biopar®, modelo 580SD) semiaberta a 37°C por até peso constante
por 24 horas. ApOs secos, 0s tubos foram acondicionados no dessecador para
posterior pesagem em balanca analitica (SHIMADZU®, modelo AUY220). O teor total
de lipidios foi determinado pela diferenca gravimétrica do peso dos tubos de ensaio

na presencga e auséncia dos extratos lipidicos.
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. lipidios (g)
% Lipidios = massa de X 100
massa da amostra (g)

Os lipidios extraidos foram ressuspendidos em 500 pL de alcool isopropilico e
armazenados em microtubos identificados a -80 °C sob auséncia da luz.
A partir do peso exato das fezes e massa lipidica extraida na metodologia

Folch, foram calculados a excrecao diaria de triglicérides e colesterol fecal. Sendo:

CTou TG (3 dias) =CT ou TG (mg/dL) * fezes secas 3 dias (mg) / fezes usadas
no Folch (mg)
CT OU TG diario=CT ou TG (3 dias) / 3

No qual: CT, colesterol total e TG, triglicérides.

O balanco lipidico diario foi através da diferenca entre lipidio ingerido e o
excretado nas fezes.

A extracao lipidica hepatica seguiu a mesma metodologia Folch utilizada para
extracdo fecal. Para determinacdo de colesterol total e triglicérides a nivel fecal e
hepatico foram utilizados kit comerciais da marca Labtest® (Colesterol Liquiform Ref.:

76 e Triglicérides Liquiform Ref.: 87), acompanhando os protocolos do fabricante.

4.6.2. pH do conteddo cecal

Uma aliquota do contetdo cecal armazenado a -80°C de cada animal foi
pesado e diluido na proporcdo de 1:10 com agua deionizada em tubos Falcon de
15mL, homogeneizadas em agitador de tubos (MARCONI®, MA162), e em seguida
realizada a leitura no pHmetro (Kasvi®, modelo K39) até estabilizacdo do pH
(GRANCIERI et al., 2017; VEREDIANO et al., 2022).

4.6.3. Determinacao de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) do conteudo
cecal

Os acidos organicos acetato, butirato e propionato foram analisados por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). No qual 100 mg de conteudo cecal

foram suspensas em 300 puL de agua ultrapura e posteriormente centrifugadas a
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(10000 x g, 10 min). O sobrenadante foi processado conforme descrito por Siegfried
et al. (1984). As amostras foram separadas em coluna Biohad® HPX 87H, 300 x 7,8
mm mantida a 45°C utilizando cromatografo Shimadzu Prominence 202®, acoplado a
um detector de indice de refracdo (RID) Shimadzu 20A®. Para a fase movel utilizou-
se acido sulfarico (H2S04) 5,0 mM com fluxo de 0,7 mL/min, e o acido croténico como

padrao interno nas amostras e curva de calibracao.

4.7. Biomarcadores hematoldgicos

Para determinar o teor de hemoglobina, 20 puL de sangue foram
homogeneizados em 5 mL do reagente de cor, preparado segundo as instru¢ées do
kit comercial (Labtest®, Hemoglobina Ref.: 43 e Padrdo de Hemoglobina Ref.. 47).
Uma aliquota de 200 pL desta mistura foi pipetada em microplaca de 96 pocos e foi
determinada a absorbancia em 540 nm em leitor de microplaca (Multiskan GO, marca
Thermo Scientific). O resultado final (g/dL) foi obtido a partir da divisdo da absorbancia
encontrada na amostra teste sobre a absorbancia encontrada no produto padréo de
hemoglobina, multiplicado por 10 (valor de Hb do padréo).

O ganho de hemoglobina foi calculado pela diferenca na concentracdo de
hemoglobina, entre os dias 21 da deplecdo (Hb inicial) , apds 14 (Fase 1) e 35 (Fase

2) dias apos a replecao.

Ganho de Hb (g/dL) = teor de Hb final (g/dL) — teor de Hb inicial (g/dL)

O pool de ferro na hemoglobina foi calculado assumindo o total volume de
sangue como sendo de 6,7% do peso corporal do rato conforme Cartland e Koch
(1928) e o teor médio de ferro na Hb de 0,335% seguindo as férmulas abaixo
(THANNOUN et al., 1987):

[peso inicial (g) x teor de Hb inicial (g/dL) x 6,7 x 0,335]
1000

Hb-Fe inicial (mg) =

, [peso final (g) x teor de Hb final (g/dL) x 6,7 x 0,335]
Hb-Fe final (mg) = 17000

A Eficiéncia de Regeneracdo de Hemoglobina (HRE- Hemoglobin
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Regeneration Efficiency) e o Valor Biologico Relativo (RBV) foram determinados pelas
equacdes abaixo (MAHONEY; VANORDEN; HENDRICKS, 1974):

HRE (%) = Hb-Fe final (mg) — Hb-Fe inicial (mg)
(%) = Ferro consumido (mg)

x 100

HRE do grupo teste (%)

RBV = HRE do grupo controle (%)

x 100

Para o calculo do RBYV foi fixado o grupo controle positivo HS (rica em gordura

e aclcar + FeSO,).

4.8. Analise dos reguladores do metabolismo ferro

A analise do Fe sérico seguiu metodologia adaptada de Pelizaro et al. (2007)
com diluicdo em agua deionizada na propor¢ao 1:1. A leitura da concentracdo de Fe
sérico foi realizada em espectrofotbmetro de absorcdo atébmica (SavantAA; GBC
Scientific Equipment®), com o auxilio de um amostrador automatico (GBC SDS-270
®). Para a curva padrao utilizou-se o padréo multi-elementar (Sigma®) a 5ppm. O
resultado final foi expresso em pg/dL.

As analises das proteinas, ferritina e transferrina, foram realizados a partir do
soro em um laboratério de andlises clinicas localizado na cidade de Alegre, sul do
Espirito Santo, com uso de kits comerciais (Ref.: KO81 e Ref.: Ref.: 114, marca
Bioclin®) através da metodologia de imunoturbidimetria.

4.9. Anadlise bioquimica e teste de tolerancia a glicose (GTT)
4.9.1. Perfil lipidico e enzimas hepéticas

Foram utilizados kits comerciais da marca Analisa® (Ref.: 460, HDL Direto Ref.:
400, Ref.: 459) para andlise do colesterol total (CT), HDL (High Density Lipoprotein) e
triglicérides (TG) do soro seguindo os protocolos do fabricante.

Para quantificar o LDL-c (Low-density Lipoproteins) foi utilizado a equacao de
Friedewald, a qual estima o nivel de LDL-c através das concentragdes de colesterol
total, HDL-colesterol e da concentracdo de triglicerideos (FRIEDEWALD; LEVY;
FREDRICKSON, 1972).
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CioL mg/dL = Ciotal - CHoL - (TG/5)

Onde na formula: CipL: colesterol LDL; Ciota: colesterol total: CrpL: colesterol
HDL e TG: triglicerideos.

A partir dos resultados foram calculadas as razdes LDLc-/HDL-c e CT/HDL-c.

Para analisar a funcao hepatica através das enzimas alanina aminotransferase
(ALT) e aspartato aminotransferase (AST) do soro foram utilizados kits comercias
(Transaminase ALT (TGP) cinética, Ref.: K049 e Transaminase AST (TGO) cinética,

Ref.: K048, marca Bioclin®), seguindo os protocolos do fabricante.

4.9.2. Perfil glicidico
49.2.1. Glicemiade jejum e analise insulinica

A analise da glicemia de jejum foi realizada a partir do soro com o kit comercial
marca Analisa®, Ref.: 112. A analise da insulina foi realizada a partir soro com kit
ELISA comercial Elabscience® Rat INS (Insulin) (E-EL-R2466), seguindo as
orientacdes do fabricante.

A partir dos resultados de triglicérides, HDL-c, glicemia, e insulina de jejum
foram calculados razdo TG/HDL-c, HOMA-IR (Homeostatic Model Assessment for
Insulin Resistance) e indice QUICKI (Quantitative Insulin sensitivity Check Index)
(KATZ et al., 2000; MATTHEWS et al., 1985).

O indice HOMA-IR foi calculado a partir da férmula abaixo:

- . mU : . mg
HOMA — IR = insulina de jejum (T) x glicose de jejum (E) /405

Para calculo do QUICKI a seguinte formula:
1

QUICKI = U -
log insulina de jejum (%) + log glicemia de jejum (d—Lg)

O indice triglicerideo-glicose (TyG) foi realizado a partir da formula:

Ln [ triglicérides de jejum (mg/dL) x glicemia de jejum (mg/dL)/2]

4.9.2.2. Teste de tolerancia a glicose via intraperitoneal
No penultimo dia do experimento, dia 55, ap6s 12 horas de jejum, uma solucao
de glicose 50% (2g/kg de peso corporal) foi administrada via cavidade intraperitoneal

dos animais. A analise da concentracéo da glicose se deu através do sangue obtido a
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partir de uma incisdo na parte terminal da cauda no tempo zero (inicio), e nos tempos
30, 60, 90 e 120 minutos apds a administracao da glicose. A glicemia foi quantificada
por meio de um glicosimetro (Accu-check, Active®) com uma tira de teste apropriada.
A area incremental sob a curva de glicose sanguinea (iIAUC) foi calculada usando

programa estatistico GraphPad Prism, versao 9.0.

4.11. Histologia hepética

Apoés as amostras de figados serem fixadas em formaldeido a 10%, seis foram
escolhidas aleatoriamente para passaram por macrotomia com cortes de 4 mm e
seguiram para o processo de desidratacéo e clarificacdo em histotécnico (OMA®, DM-
40). Em seguida, foram embebidas em parafina, e entdo realizados cortes histolégicos
de 4 um de espessura e corados com a técnica de coloracdo H&E (hematoxilina e
eosina).

A analise hepatocelular se baseou na metodologia de Liang et al. (2014),
utilizando-se de um escore (Tabela 3). Resumidamente, as laminas coradas com H&E
foram avaliadas em microscopio (L2000-B-PL) com objetiva de 40x, observando-se a
presenca de esteatose macrovesicular e microvesicular, megalocitose, fibrose e
inflamagéo. A esteatose macrovesicular e microvesicular foram avaliadas
separadamente de acordo com a porcentagem de area total afetada, e conforme o
deslocamento do nudcleo para o lado (macrovesicular) ou ndo (microvesicular). A
megalocitose foi considerada quando houve aumento anormal das células superior a
1,5 vezes o didmetro normal dos hepatécitos. A inflamacéo foi avaliada considerando
a quantidade de focos inflamatérios, sendo o foco definido como aglomerado com =5

células.

Tabela 3. Sistema de classificacdo para esteatose.

Escore
Caracteristicas histoldgicas 0 1 2 3
Normal Pouco Moderado Forte
Macrovesicular <5% 5-33% 33 -66 % > 66 %
Esteatose: Microvesicular <5% 5-33% 33 -66 % > 66 %
Megalocitose <5% 5-33% 33-66 % > 66 %
Inflamac&o:  Numero de focos inflamatérios <0.5 05-1.0 1.0-2.0 >20

Fonte: Adaptado de Liang et al. (2014).
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Essa avaliacdo hepatocelular foi realizada as cegas por uma pesquisadora
patologista externa ao projeto, no laboratério de Patologia do hospital de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), localizado em Rive,
campus de Alegre, na regido sul do Espirito Santo.

A fotomicroscopia de cada tratamento foi realizada em microscépio Optico
(OPTICAM®, O500R) com objetiva de 20x, e a de 60x para demonstrar a presenca

de macro e microvesiculas.

4.12. Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o software GraphPad
Prism, versédo 9.0. Para os resultados dos 5 tratamentos no estudo animal foi usado
teste de normalidade de Kolmogorov-smirnov. Confirmada a normalidade dos dados,
foi realizado o teste t ndo pareado para comparar os tratamentos controles, NS
(normocaldrica + FeSO) e HS (rica em gordura e agucar + FeSO,). A analise de
variancia (ANOVA) one-way, seguido pelo teste post hoc de Tukey, foi aplicado para
os tratamentos com dieta rica em gordura e acucar e para a composi¢cdo quimica dos
feijdes. Para andlises de correlacdo utilizou-se Pearson. Os dados foram expressos

como média * desvio padrdo (DP), sendo considerado significativo quando p < 0,05.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Andlises fisico-quimicas dos feijdoes-caupi
Os resultados referentes a composi¢cdo centesimal, valor energético total,
amido e fatores complexantes dos feijdes-caupi biofortificados e convencional em

base seca estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Composicdo centesimal, VET, amido resistente, fatores complexantes e ferro dos feijdes-

caupi.

Biofortificados Convencional

BRS Aracé BRS Tumucumaque BRS Pajel

Umidade (g/100g) 1,64 +0,04°¢ 1,89+0,12b 2,46 + 0,04 2
Cinza (g/100g) 4,17 £ 0,03 2 3,86 +0,172 3,86+ 0,262
Lipidio (g/100g) 2,76 £ 0,10 2 2,80+0,14 2 2,70 £ 0,02 2
Protefna (g/100g) 27,92 +0,66 2 26,07 +£0,40® 24,42 +0,29 ¢
Carboidratos digeriveis (g/100g) 42,15 40,71 43,33
Fibra Alimentar Total (g/100g) 21,37 +2,47 72 24,68 +£2,382 23,23+ 2,542

Fibra Alimentar insolavel (g/100g) 19,91 +1,27 @ 22,65+ 1,912 17,41 £ 2,432

Fibra Alimentar Sollvel (g/100g) 1,47 +1,20° 2,03+0,47°b 5,82 +0,112
VET (kcal) 305,12 292,28 295,30
Amido resistente (g/1009) 2,52+0,26°¢ 3,26+ 0,25" 3,85+0,372
Fitato (g/100g) 1,01+0,132 1,03+0,032 1,03+0,052
Taninos (MgEC / g) n.d. n.d. n.d.
Raz&o molar Fi:Fe 12,48 12,90 17,97
Ferro (mg/kg) 68,21 + 4,552 67,17 + 2522 48,61 +4,61°

Valores expressos em média = desvio padrdo. Letras diferentes na mesma linha significa diferenca
estatistica (p < 0,05) pela ANOVA e teste de Tukey. VET: Valor Energético Total. Kcal: quilocaloria
ingerida. Fe: Ferro. EC: Equivalente a catequina. GAE: Equivalente ao acido galico. Fi:Fe: fitato:ferro.
N.d.: N&o detectado.

Em relacdo aos dados da composi¢do centesimal ha semelhanca de dados

para cinza, lipidio, fibra alimentar total e a insoltvel, e para fitato.
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Em termos de teor proteico o feijdo-caupi biofortificado Aracé obteve maior
valor, alinhando-se com outros dados da literatura em estudo com o mesmo cultivar
(SILVA, 2022).

O complexante fitato ndo apresentou diferenca significativa e se manteve
dentro dos valores indicados na literatura, variando de 0,6% a 2,7% em feijdes
(CARDENAS; ROSA; COSTA, 2016; MILLER, 2019). O teor de taninos n&do foi
detectado nos cultivares estudados, o que corrobora alguns estudos realizados com
feijdo-caupi (SANT’ ANA et al., 2019; SILVA, 2022).

A razdo molar Fi:Fe, pode predizer a biodisponibilidade do Fe nos alimentos
(RAHMAN; SHAHEEN, 2022). Entdo, subentende-se que o Aracé e Tumucumaque,
por apresentar menor razao Fi:Fe tenha maior biodisponibilidade do mineral Fe.

Verifica-se que conforme esperado, os teores de Fe foram superiores nos
cultivares biofortificadas, apresentando teores superiores ao convencional. O feijao-
caupi Aracé apresentou um teor de Fe 40,32% superior a cultivar convencional,
enquanto o Tumucumagque apresentou um aumento de 38,18% em comparagcao ao
Pajel. O Pajed, por ndo ser biofortificado, apresenta teor de Fe semelhante aos feijdes
comuns normalmente consumidos.

Nossos resultados permeiam informacdes cientificas da literatura. A baixa
umidade dos feijdes-caupi, inferior a 3%, demonstra a eficacia da liofilizacdo, um
processo de secagem por sublimacédo que visa garantir a estabilidade do produto
durante o armazenamento. Esse método é considerado eficiente, pois preserva as
caracteristicas nutricionais do alimento (ARAUJO et al., 2022). Em contraste, 0 uso
de estufas com circulacédo de ar pode resultar em teores de umidade superiores a 3%,
chegando a até 7,54 g/100g (ANTUNES et al., 2019; SANT’ ANA et al.,, 2019). E
importante ressaltar que a umidade, as fibras alimentares e o amido resistente estéo
interligados. O aumento no teor de agua pode levar ao incremento das fracGes de
fibras alimentares e amilopectina, o que poderia estra relacionado aos maiores
resultados obtidos com a variedade Pajeu para amido e fibra soltuvel. As estruturas de
amido podem ser influenciadas pelo teor de agua, o que afeta a taxa e a extensao da
retrogradacdo (ALMEIDA; FAVARO; GALVANI, 2012; KAUR et al., 2023; YANG et al.,
2021).

Em relacdo ao teor proteico do feijdo-caupi, ha evidéncias de variacao entre
23,6% e 27,9% em base seca (NURMOMADE et al., 2024). Leguminosas com alto

49



teor de proteinas pode apresentar alta pontuacédo de aminoacidos e fornece peptideos
bioativos que podem contribuir para a reducdo dos riscos de cancer e doencas
cardiovasculares, além de exercer uma potente acao contra a oxidacao e a inflamacgéo
(MATEMU; NAKAMURA; KATAYAMA, 2021). Outros estudos cientificos ressaltam o
potencial da proteina do feijdo-caupi na industria alimenticia. Com boa qualidade
nutricional e caracteristicas tecnofuncionais favoraveis, essa proteina é sustentavel,
de baixo custo e pode servir como uma alternativa as proteinas animais, podendo ser
utilizada na forma de isolados ou hidrolisados (LOUSHIGAM; SHANMUGAM, 2023;
MUNE; MINKA, 2017).

Assim como em nosso estudo, Silva (2022) também encontrou maiores valores
de amido resistente (7,43 g/100 g) e fibras soluveis (5,85 g/100 g) na variedade Pajeq,
em comparagdo com Xigue-xique, Aracé e Tumucumaque. O amido resistente
apresenta efeitos semelhantes aos das fibras alimentares solaveis (KHAN et al.,
2019). Ambos podem desacelerar a absorcdo de glicose, reduzir a resisténcia
insulinica e a absorc¢éo lipidica. Além disso, no intestino, podem atuar como substratos
prebibticos para a microbiota intestinal, promovendo a producéo de acidos graxos de
cadeia curta (CARDENAS; ROSA; COSTA, 2016; HUBER; BEMILLER, 2019).

Em nosso estudo néo foi evidenciado a presenca de taninos, o que pode ser
considerada benéfica partindo do principio que esse complexante pode se combinar
com proteinas, polissacarideos e minerais como o ferro, reduzindo o valor nutricional
do alimento. Sugere-se que essa auséncia possa contribuir para uma melhor
biodisponibilidade de nutrientes e tornar os feijdes-caupi ser mais palataveis, visto que
esses compostos contribuem para a adstringéncia (CARDENAS; ROSA; COSTA,
2016; SCHWARTZ et al., 2019).

Gomes et al. (2022), em seu estudo com os cultivares Pajel e Aracé obtiveram
valores de Fi:Fe inferiores ao nosso estudo. Essa razdo molar fitato: ferro elevado
pode sugerir absor¢do reduzida de Fe através da mucosa intestinal, o que pode

interferir concomitantemente a concentracédo de hemoglobina (RAHMAN; SHAHEEN,
2022).

Assim, os feijdes-caupi biofortificados, alvos dessa pesquisa e do programa de
biofortificacdo da Embrapa atingiram o objetivo, considerando os teores de Fe

superiores a média do feijdo-caupi convencional. O Aracé além do teor de Fe
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semelhante ao Tumucumaque apresentou menor razdo Fi:Fe e maior conteudo
proteico.

Portanto, as cultivares de feijdo-caupi biofortificadas s&o estratégias
proeminentes para melhorar a ingestdo de Fe em grupos com deficiéncia de
micronutrientes (COELHO et al., 2021). A boa qualidade nutricional apresentada pode
ser estratégica para o melhoramento de culturas através da biofortificacao, ajudando
a mitigar problemas associados a desnutricdo (MBUMA et al., 2022). Porém, em
termos de biodisponibilidade, essas concentragdes de Fe das culturas biofortificadas
nao implica necessariamente aumentos proporcionais na sua absorcao intestinal

devido aos compostos complexantes (DIAS et al., 2018).

5.1.1. Capacidade antioxidante e fendlicos totais dos feijées-caupi

Os resultados obtidos para atividade antioxidante através do método ABTS,
DPPH, o conteudo fendlico total e a matriz de correlacdo estdo dispostos na Figura
11.

Figura 11. Atividade antioxidante e contetdo de fenélicos totais da farinha dos feijées-caupi.
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Fendlicos
ABTS
DPPH

. 10

Fendlicos
405

ABTS

1-05
DPPH

— 10
Valores expressos em média = desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna significa diferenca
estatistica (p < 0,05) pela ANOVA e teste de Tukey. Matriz de correlacdo: * p<0,05.

A capacidade antioxidante, ABTS e DPPH, do extrato aquoso manteve-se
semelhante nas trés cultivares.

No entanto, nota-se que a concentracdo de fendlicos totais nos graos e
ingestao total de fendlicos foi maior no cultivar convencional com sementes coloridas.
O Pajeu apresentou 77,44 mgGAE/g de fendlicos totais, ou seja, mais de 40% em
relacdo as outras duas cultivares e a ingestdo de fendlicos do grupo
consequentemente foi maior (9556 mgGAE).

Esse resultado para teor de fendlicos e ingestdo jA era aguardado e faz
referéncia ao que € proposto na literatura. Os compostos fendlicos sdo uma parte
importante do metabolismo das plantas e influenciam diretamente caracteristicas
sensoriais como cor, aroma e sabor (NEMLI et al., 2024). Graos de tegumento mais
escuro tendem a ter valores mais altos (CARDENAS; ROSA; COSTA, 2016; MILLER,
2019). Isso esta evidenciada na coloracdo dos grdos do Pajed, que se apresentam
com tegumento mais escuro (Figura 6). Dados da literatura que fizeram uso de
diferentes tipos de feijdes-caupi com tegumentos colorido obtiveram resultados
semelhantes para maior teor de fendlicos (SOMBIE et al., 2018; TZANOVA et al.,
2023).

O teor de fendlicos em alimentos € um campo que esta sendo explorado de
forma substancial devido ao seu potencial terapéutico no desenvolvimento de
abordagens farmacéuticas que visem reduzir as complicacdes decorrentes de
patologias metabdlicas como as DCNT. Podem atuar inibindo da a-amilase, a-

glicosidase, ter efeito hipoglicemiantes e anticarcinogénicos, atuar na reducdo da
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inflamacéo, na preservacao das células beta, na reducédo da glicacdo proteica, como
antioxidante e na producdo de AGCC (FARIAS et al., 2021; MYERS et al., 2019).
Moreira- Araujo et al. (2018), no estudo com Xiquexique identificou a catequina,
epicatequina, acido galico, acido ferulico e &cido clorogénico como o0s principais
fendlicos. A catequina amenizou 0 estresse oxidativo em ratos machos Sprague
Dawley diabéticos. Segundo os pesquisadores, a administracdo de 25 e 50 mg
kg -1 por 28 dias de catequina melhorou a hemodindmica basal, reduziu os niveis
de malondialdeido, metaloproteinase de matriz 9 e lesdes neuropaticas, além de
aumentar os niveis de glutationa , superéxido dismutase e catalase Addepalli;
Suryavanshi, 2018). O uso de 30 e 60 mg kg -1 de polifendis de Synsepalum
dulcificum por 21 dias ratos Wistar machos estimularam a secrecdo de insulina,
inibicdo da a-amilase e a a-glicosidase e niveis reduzidos de marcadores
inflamatérios, TBF-a e IL-6 (OBAFEMI; OLALEYE; AKINMOLADUN, 2019).

Nota-se que o cultivar que apresentou maior teor proteico, Aracé com 27,92
g/100g (Tabela 4), € o mesmo que obteve menor teor de fendlicos totais, 51,01
mgGAE/g (Figura 11). Tzanova et al. (2023), ao comparar 15 gendétipos de Vigna
unguiculata (L.) Walp., notou que os gendtipos de feijdo-caupi com tegumento de cor
escuram apresentaram maiores potenciais antioxidantes, mas menores teores de
proteinas.

A correlacdo significativa entre conteido de compostos fendlicos e capacidade
antioxidante é apontado por pesquisadores, sugerindo o envolvimento dos fendlicos
nas atividades antioxidantes (PRASADI et al., 2023; SOMBIE et al., 2018; TZANOVA
et al., 2023). Em nosso estudo, a analise da correlacdo de Pearson entre fendlicos e
capacidade antioxidante ndo identificou correlacdes significativas (Figura 11). Sombié
et al. (2018), analisou 31 variedades de feijdes-caupi, descobriu que o potencial de
eliminacao de Oxido nitrico ndo esta relacionado ao seu conteudo total de fendlico, o
gue pode estar atrelado ao presente estudo.

Segundo Zhao et al. (2014), a capacidade antioxidante das leguminosas pode
ser influenciada pelos polissacarideos ativos, proteinas, aminoacidos, vitaminas e
microelementos; fatores ambientais e o0 solvente utilizado para a extracdo. A
variabilidade nos perfis fitoquimicos dentro da mesma espécie, composicao individual
dos fitoquimicos antioxidantes e a interacdo que pode ocorrer entre as substancias da

matriz alimentar com os analitos envolvidos no desenvolvimento dos ensaios para
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avaliacdo antioxidante também podem contribuir (BOROSKI et al., 2015;
TUNGMUNNITHUM et al., 2021).

Apesar a possibilidade de reduzir a biodisponibilidade de Fe, nossos resultados
podem ser significativos na escolha de materiais para melhoramento genético e na
escolha de alimentos com possiveis propriedades funcionais. Dada a importancia dos
compostos fendlicos para a saude, sugerimos que o cultivar Pajeu apresenta potencial
para atenuar complicagcbes metabdlicas associadas a dietas ricas em gordura e
acucar, devido ao seu contetdo fendlico. Em estudos futuros, aconselha-se

considerar a analise do perfil fendlico deste cultivar.

5.4. Anédlises do estudo in vivo
5.4.1. Efeitos das dietas sobre ganho de peso e consumo alimentar
5.4.1.1. Fase dadeplecao
Na Tabela 5 estdo os resultados referentes ao consumo alimentar, ganho de
peso e coeficiente de consumo alimentar da fase de deplecdo com duracdo de 21

dias.

Tabela 5. Andlise do consumo alimentar e ganho de peso na fase da deplec¢éo.

Indicadores NS HS HA HT HP
Consumo 394,90 + 293,20 + 286,20 + 325,90 £ 285,80 £
alimentar (g) 39,05 * 50,64 2 42,92 27,27 31,822
Ganho de 109,50 + 105,20 + 105,50 + 105,20 + 101,60 *
peso (g) 17,23 20,012 13,912 17,732 15,63 2
CEA 27,74 +3,46* 3542+3,802 37,09+3,312 33,19+4,492 3565+4,492

Valores expressos em média + desvio padrdo. *Teste t ndo pareado com significancia estatistica
considerada de p < 0,05 entre grupos NS e HS na mesma linha. Letras diferentes na mesma linha
significa diferenca estatistica (p<0,05) pela ANOVA e teste de Tukey. NS: normocaldrica + FeSO,. HS:
rica em gordura e agucar + FeS0O,. HA: rica em gordura e aglcar + BRS Aracé. HT: rica em gordura e
aclcar + BRS Tumucumaque. HP: rica em gordura e aglcar + BRS Pajell. CEA: Coeficiente de

eficiéncia alimentar.

Verificou-se que o0s grupos alimentados entre as dietas rica em gordura e

acucar se assemelharam entre si.
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O menor consumo do grupo HS pode estar relacionado a maior de densidade
energética e saciedade ocasionada pelo alto teor de gordura na dieta
(MCCLEMENTS; DECKER, 2019).

5.4.1.2. Fase dareplecéo
Os efeitos dos feijdes-caupi sobre consumo alimentar e ganho de peso nas

fases 1 e 2 da replegéo estdo apresentados na Tabela 6 e 7, respectivamente.

Tabela 6. Fase 1: analise do consumo alimentar e ganho de peso na fase da replecéo (14 dias).

Fase 1 Replecgao ?® NS HS HA HT HP

) 241,90 + 216,60 + 201,20 + 214,70 + 205,90 +
Consumo alimentar (g)

2,11 * 13,722 28,00 2 22,78 @ 23,67 @

22,43 + 45,75 £ 57,98 + 49,22 + 57,27 +
Ganho de peso (g)

517 * 11,702 13,34 2 12,952 17,86 2
CEA 9,62 + 21,40 £ 27,80 £ 23,00 + 27,59 +

1,93 * 5,68 @ 5162 5,92 @ 7,592

2,50 £ 4,11 + 5,67 + 4,45+ 5,64+
CEE

0,57 * 0,78° 1,052 0,90 1552

513+ 3,64+ 3,67 3,80+ 3,62
Consumo de ferro (mg)

0,04 * 0,23 @ 0,512 0,402 0,42 @

Valores expressos em média + desvio padrdo. *Teste t ndo pareado com significancia estatistica
considerada de p < 0,05 entre grupos NS e HS. Letras diferentes na mesma linha significa
diferenca estatistica (p<0,05) pela ANOVA e teste de Tukey. ! 14 dias ap6s replecdo. NS:
normocaldrica + FeSO. NS: normocaldrica + FeSO,. HS: rica em gordura e aglcar + FeSO,. HA: rica
em gordura e acUcar + BRS Aracé. HT: rica em gordura e aglcar + BRS Tumucumaque. HP: rica em
gordura e acUcar + BRS Pajeu. CEA: coeficiente de consumo alimentar. CEE: coeficiente de eficiéncia

energética.
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Tabela 7. Fase 2: analise do consumo alimentar e ganho de peso na fase da replecao (35 dias).

Fase 2 da Replecédo ! NS HS HA HT HP

) 608,80 + 523,51 + 504,83 + 531,55 + 499,83 +
Consumo alimentar (g)

19,67 35,812 58,09 2 57,17 a 35,872
70,44 + 90,02 + 110,30 + 110,80 + 122,30 +
Ganho de peso (g)
9,58 * 16,43° 24,71 % 29,24 @ 23,78 2
CEA 11,56 + 17,35+ 21,97 + 20,85 + 24,25 +
1,47* 3,04° 3,38 @ 4,57 a 4,162
3,56 + 4,48 + 4,40+ 4,96 +
CEE 3,10+ 0,39
0,62° 0,692 0,85 a 0,852
12,91 + 8,80 + 9,22 + 9,39+ 8,79 +
Consumo de ferro (mg)
0,42 * 0,60 2 1,062 1,012 0,632

Valores expressos em média + desvio padrdo. *Teste t ndo pareado com significancia estatistica
considerada de p < 0,05 entre grupos NS e HS. Letras diferentes na mesma linha significa
diferenca estatistica (p<0,05) pela ANOVA e teste de Tukey. ! 35 dias apés a reple¢do. NS:
normocalérica + FeSO. NS: normocalérica + FeSO,. HS: rica em gordura e acucar + FeSO,. HA: rica
em gordura e acUcar + BRS Aracé. HT: rica em gordura e aglcar + BRS Tumucumaque. HP: rica em
gordura e acUcar + BRS Pajel. CEA: coeficiente de consumo alimentar. CEE: coeficiente de eficiéncia

energética.

O NS apresentou diferencas significativas em todas as variaveis para as duas
fases, com excecdo do CEE da Fase 2. O ganho de peso decorrente da dieta rica em
gordura e acucar e com maior densidade calérica do HS foi superior em 27,80% ao
NS (Fase 2).

Na Fase 1 e 2 o grupo HA e HP apresentaram resultados superiores ao HS
para CEE. As culturas biofortificadas se mantiveram semelhantes ao controle positivo
para CEA durante a replecao (Fase 1 e 2), mas o HP obteve o maior ganho de peso
(122,30 + 23,789) e CEA (24,25 +4,16) em comparacéo ao HS (Fase 2).

No grupo NS, foi utilizada celulose microcristalina, que é purificada e altamente
insoltvel. Isso pode resultar em menor saciedade, levando a um maior consumo de
dieta (FILISETTI; LOBO; COLLI, 2020; HUBER; BEMILLER, 2019). A menor ingestao
do HS em relacdo ao NS pode ser conferida a maior densidade energética e a maior
saciedade proporcionada pela dieta rica em gordura e agucar do tratamento HS, pois
o sabor, textura e aparéncia da dieta pode ser influenciada pelo tipo e concentracéo

de lipidios (LI et al., 2022a; MCCLEMENTS; DECKER, 2019).
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A semelhanca entre os consumos alimentar, porém, maior ganho de peso do
HP (Fase 2), subentende-se que a ingestdo excedeu o gasto energético, mesmo que
o feijdo-caupi tenha apresentado maior teor de fibra soltvel (AN; CHO; YOON, 2023).
O tecido adiposo é a principal via de armazenamento de calorias, em especial

depdsitos subcutaneos ou viscerais, e quando em excesso, triglicérides podem ser
sintetizados a partir de &cidos graxos livres (AN; CHO; YOON, 2023).

A reducdo do peso, € preconizado para mitigar riscos a saude devido as
complicacBes oriundas do excesso de peso. Aléem das fracOes de fibras alimentares
soluveis, ha a presenca de fendlicos, que sao geralmente reconhecidos por dar um
sabor adstringente nos alimentos (CARDENAS; ROSA; COSTA, 2016; HORST;
CRUZ; LAJOLO, 2020). Entretanto, esses fatores ndo impactaram expressivamente o
na reducdo do consumo e peso corporal do HP.

Trabalhos anteriores mostraram que a ingestao de dietas hipercolesterolémicas
adicionadas de proteina de feijdo-caupi ndo alterou o peso corporal e o consumo de
alimentos de ratos (machos e fémeas). Os autores sugeriram a relacdo com as
diferencas fisiologicas (hormdnios), requisitos nutricionais e modo de consumo de
alimentos (ALASHI; WU; ALUKO, 2021). A incorporagéo de 4 tipos de feijdo-caupi em
dietas experimentais com ratos Wistar também n&o ocasionou diferenca no peso dos
animais apos 6 semanas (PERERA et al., 2016).

Entretanto, os maiores valores de eficiéncia alimentar do HP (Fase 2) e
energética do HA e HP (Fase 1 e 2) em comparacdo ao HS, propbe que a
suplementacdo com o feijdo-caupi biofortificado Aracé e o convencional Pajel ao
longo de cinco semanas em uma dieta rica em gordura e acucar obtiveram uma melhor
eficiéncia na utilizacdo de nutrientes para o crescimento e desenvolvimento dos ratos
Wistar.

5.4.2. Medidas murinométricas e tecidos adiposos
Os dados murinométricos e informagdes sobre os tecidos adiposos constam

logo abaixo, na Tabela 8.
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Tabela 8. Indicadores murinométricos e peso dos tecidos adiposos.

Indicadores NS HS HA HT HP

CC (cm) 15,50 £ 1,04 15,61+£0,98* 16,33+0,652 16,25+1,392 1546+ 1,223

CNA (cm) 23,17 £ 0,89 2282+1,082 2346+1,10%0 23,38+1,33& 23,13+1/45¢2

TAT(Q) 11,80 + 3,60 1392+4,54P 1961+4412a 18,39+5083 17,49+ 4,692
TAE (9) 5,20+1,43 582+1,89¢2 7,37 £1,65¢2 7,17 £ 2,322 6,256+£1,91¢2
TAS (9) 4,17 + 1,19 4,96+1,79°b 7,49 +240°2 7,37+2,193  6,64+1,9832
TAV () 3,24+1,40 2,58 £1,07° 4,17 +1,272 4,09 +1,29 % 4,11 +1,56¢2

IMC (g/cm?) 0,57 £ 0,03 0,60 = 0,092 0,61 +0,062 0,63 +0,082 0,62 +0,05¢2

indice de Lee 0,29+0,01 0,30+0,012 0,30+0,012 0,30+0,012 0,30+ 0,002

Valores expressos em média + desvio padrdo. *Teste t ndo pareado com significAncia estatistica
considerada de p < 0,05 entre grupos NS e HS na mesma linha. Letras diferentes na mesma linha
significa diferenca estatistica (p<0,05) pela ANOVA seguido do teste de Tukey. NS: normocalérica +
FeSO,. HS: rica em gordura e agucar + FeSO,. HA: rica em gordura e acucar + BRS Aracé. HT: rica
em gordura e aglcar + BRS Tumucumaque. HP: rica em gordura e aglUcar + BRS Pajet. CC:
circunferéncia da cintura. CNA: comprimento nasoanal. TAT: tecido adiposo total. TAE: tecido adiposo
epididimal. TAS: tecido adiposo subcutaneo. TAV: tecido adiposo visceral. TAT: tecido adiposo total.

IMC: indice de Massa Corporal.

Os preditores de excesso de peso (Lee e IMC) néo indicaram obesidade apos
8 semanas com dieta rica em gordura e acgucar. Além disso, o grupo HA teve maior
guantidade tecido adiposo visceral, subcutaneo e total quando comparado ao grupo
HS.

Os resultados pressupdem que, entre as formas de armazenamento de
energia, ela foi estocada principalmente na forma de gordura corporal, considerando
qgue o tecido adiposo € a principal via de armazenamento de calorias, em especial
depdsitos subcutaneos ou viscerais, e quando em excesso, triglicérides podem ser
sintetizados a partir de acidos graxos livres (AN; CHO; YOON, 2023).

Embora o IMC possa ser utilizado para avaliar a gordura corporal em ratos e
prever as consequéncias associadas a obesidade segundo menciona Novelli et al.
(2007), o tempo de intervencao deste estudo com uma dieta obesogénica nao se
mostrou eficaz para induzir um quadro de obesidade nos animais.

A maior quantidade tecido adiposo visceral pode ter repercussdes negativas

para a saude. Implica no aumento de risco de distirbios glicémicos e insulinémicos,
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que sao fatores de risco cardiovascular. Adicionalmente, apresenta maior
sensibilidade a lipdlise, além de secretar quantidades elevadas de citocinas
inflamatoérias (CARVALHO; DUTRA, 2014; COSTA et al., 2016). Em relagéo a saude
hepética, a gordura visceral possui uma correlacdo mais forte do que a gordura
subcuténea para a génese da Doenca Hepatica Gordurosa Nao Alcodlica (DHGNA) e
as doencas hepaticas associadas a disfuncdo metabdlica (MAFLD), bem como a
sindrome metabdlica (DING et al., 2023; HERNANDEZ-CONDE et al., 2020).

5.4.3. Anélise conteudo fecal e cecal
5.4.3.1. Efeitos dos feijdes-caupi na excrecao lipidica fecal

Os resultados para as analises do conteudo fecal estdo relacionados na Tabela
9.

Tabela 9. Ingestao e excrecao lipidica diéria dos ratos Wistar.

NS HS HA HT HP
. 1271,00 3956,00 4082,00 4488,00 4401,00
Ingestéo lipidica (mg)
+ 157,10 * +570,90 @ +604,10 2 + 685,80 @ 533,60 @
o 1236,00 3739,00 4107,00 4422,00 4313,00
Balancgo lipidico (mg)
+ 157,40 * +411,802 + 458,90 @ + 556,70 @ + 507,50 2
o 2,95 11,95 12,43 7,61 8,01
Excrecéo lipidica (%)
+0,34* +6,352 +5922 +1,882 +2502
1089,00 1224,00 880,70 815,70 712,50 +
CT (mg)
+ 188,90 +543,30 2 + 250,70 @ + 222,60 @ 257,20°
1137,00 1018,00 731,70 692,00 723,90 +
TG (mg)
+ 312,00 + 257,102 +123,70°" +87,64° 168,30 °
) 16,58 18,17 21,99 22,27 23,08
Umidade (%)
+3,70 +4,722 +5,692 +5,032 +6,172
1152,00 967,80 735,40 723,20 814,20
Peso fecal (mg)
+ 138,00 * + 243,102 +141,60° +113,20° + 257,50 @

Valores expressos em média + desvio padrdo. *Teste t ndo pareado com significancia estatistica
considerada de p < 0,05 entre grupos NS e HS. Letras diferentes na mesma linha significa diferenca
estatistica (p<0,05) pela ANOVA e teste de Tukey. (A) Ingestéo e balanco lipidico diario (balanco diario
= lipidio ingerido — lipidio excretado). NS: normocalérica + FeSO,. HS: rica em gordura e agUcar +
FeSO,. HA: rica em gordura e aclUcar + BRS Aracé. HT: rica em gordura e aclUcar + BRS

Tumucumagque. HP: rica em gordura e agucar + BRS Pajeu. CT: colesterol total. TG: triglicérides.
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Aponta-se que o menor teor de gordura do grupo NS alinha-se com a menor
ingestéo lipidica e excrecao.

O HA e HT tiveram maior peso fecal, e o HP menor colesterol total excretado
nas fezes. Todos os feijdes -caupi apresentaram resultados inferiores ao HS para
triglicérides fecais.

A literatura enfatiza o efeito das fibras alimentares na excrecao lipidica fecal. A
fibra alimentar pode se ligar aos 4cidos biliares deixando-os indisponiveis para uso ou
reabsorcédo, e essa indisponibilidade a nivel intestinal inibe a absorcao de lipidios e
colesterol. As fibras alimentares solUveis ja diluem os acidos biliares no trato
digestdrio, ocasionando maior eliminacéo de acidos biliares, esterois e lipidios fecais
(CARDENAS; ROSA; COSTA, 2016). Nguyen et al. (2019), encontraram maiores
concentracfes de esterodis fecais neutros nos grupos suplementados com os feijdes
Phaseolus vulgaris L.

No entanto, os resultados da analise da excrecéo fecal de lipidios e esterois
indicam que o conteudo de fibra alimentar soltvel dos feijées-caupi ndo exerceu uma
influéncia significativa nos ratos Wistar. Isso € concomitante ao fato dos animais
alimentados com feijdes-caupi ndo terem tido reducéo no peso e na gordura corporal,
corroborando que os lipidios foram processados e armazenados no organismo.
Apontamos para a necessidade de mais investigagdes sobre o efeito da fibra alimentar
do feijdo-caupi na excrecdao lipidica.

5.4.3.2. Implicacbes do feijdo-caupi na producéo de acidos graxos de cadeia
curta
A producéo de AGCC (acetato, propionato e butirato) e pH cecal é apresentada
na Tabela 10.
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Tabela 10. Producéo de acetato, butirato, propionato e avaliacdo do pH cecal.

NS HS HA HT HP
Acetato (mM 15,77 12,63 19,07 16,73 16,30
cetato (m
(i) +4,19 +2,04° + 3,552 +2,13 % + 3,262
Btirat (M 2,12 2,97 4,48 4,48 2,75
utirato (m
(D) +0,58 * +0,53" +0,912 +0,952 +1,03b
. 5,21 3,47 7,09 7,37 4,97
Propionato (i) +2,26 +0,92° +0,52 % +1,502 +2,14 be
y 7,30 7,02 6,98 7,14 7,45
P +0,13* +0,26° +0,25b +0,10 +0,242

Valores expressos em média + desvio padrdo. *Teste t ndo pareado com significAncia estatistica
considerada de p < 0,05 entre grupos NS e HS. Letras diferentes na mesma linha significa diferenca
estatistica (p<0,05) pela ANOVA e teste de Tukey. NS: normocalérica + FeSO,. HS: rica em gordura e
aclcar + FeSO,. HA: rica em gordura e acUcar + BRS Aracé. HT: rica em gordura e agUcar + BRS

Tumucumagque. HP: rica em gordura e aglcar + BRS Pajed.

A suplementacdo com o feijdo-caupi biofortificado Aracé apresentou
concentracdes significativamente maiores de acetato, butirato e propionato. O grupo
HT, juntamente ao HA, teve um aumento expressivo de butirato, o que possivelmente
resultou no pH cecal mais acido. De forma similar ao estudo de Teixeira-Guedes et
al. (2020), realizado com feijdo-caupi e feijao preto, o acido orgéanico produzido em
maior quantidade foi o acetato.

A suplementacdo com feijdes pode ter aumentado a abundancia de bactérias
produtoras de AGCC e reduzido a presenca de filos bacterianos prejudiciais (LI et al.,
2022b; OJO et al., 2021). A reducao do pH cecal € benéfica ao microbioma intestinal,
pois pode promover o crescimento de bactérias benéficas e diminuir a atividade de
enzimas envolvidas na carcinogénese do colon. Além disso, um ambiente mais acido
no limen intestinal pode favorecer a producdo de &cido propiénico por meio do
aumento de lactobacilos (BIELIK; KOLISEK, 2021; JAYATHILAKE et al., 2018).

O pH acido também desempenha um papel essencial na homeostase do ferro,
facilitando a absorcao do Fe?*, que é a forma mais facilmente absorvida pelo intestino
(BIELIK; KOLISEK, 2021). Em contrapartida, a deficiéncia de ferro no intestino pode
selecionar bactérias que produzem metabdlitos capazes de suprimir as vias de
absorcdao intestinal de ferro, através da inibicdo do HIF-2a (Fator Induzivel por Hipdxia

1-alfa). Essa supresséao regula negativamente a expressao dos genes DMT1, DcytB e
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FPN, ao mesmo tempo que induz a expressao de ferritina (DAS et al., 2020).Ma; Yeom
e Li (2022), relataram que o estado de hipoxia, causado pela producéo de propionato,
pode aumentar os niveis de HIF-2a. Sanchez-Tapia et al. (2020), que investigaram a
suplementacao de feijao preto em uma dieta rica em gordura e agucar, sugeriram que
o butirato pode mediar uma reducéao da insulina.

Com base nos dados apresentados, a suplementacdo com feijdo-caupi
biofortificado Aracé demonstrou maior eficiéncia na producdo de &cidos graxos de
cadeia curta como acetato, butirato e propionato, que acidificam o pH intestinal e pode
favorecer o crescimento de bactérias benéficas. Esse ambiente acido pode também

melhorar a absorcéo de Fe pela barreira intestinal (GROTTO, 2008).

54.4. Biodisponibilidade de ferro dos feijoes-caupi
A Tabela 11 evidencia os resultados referentes a concentracdo e ganho de

hemoglobina na fase final da deplecéo e durante a replecéo.

Tabela 11. Concentrag¢éo e ganho de hemoglobina (g/dL).

Final da Fase da replecéo
Grupos .
deplecéo [Hb]* Ganho de Hb? [Hb]? Ganho de Hb?
7,17 =
NS 0.81 9,87 £0,94 2,63+£1,04 1297 +£0,52 * 5,76 £ 0,97 *
7,57 £
HS 0.81 2 9,45+ 0,99 2 1,92+0912 12,04 £ 1,222 4,57 +0,89¢2
7,51
HA 0.75 a 9,65+ 0,97 2 2,14 +£0,922 11,93+0,382 4,19 +0,88 ab
7,56
HT 0.79 2 9,20+ 0,872 1,64+£0,69¢2 11,13+1,252 3,58 + 0,88 be
7,41
HP 0.82 4 8,980,942 1,72+0,68 2 10,47 £0,76 3,04+£0,71¢

Valores expressos em média + desvio padrdo. *Teste t ndo pareado com significAncia estatistica
considerada de p < 0,05 entre grupos NS e HS na mesma coluna. Letras diferentes na mesma coluna
significa diferenca estatistica (p<0,05) pela ANOVA e post-hoc de Tukey. ! Fase 1: 14 dias apés a
replecao. 2 Fase 2: 34 Dias ap6s replecdo (penultimo dia do experimento). NS: normocaldrica + FeSO,.
HS: rica em gordura e aclcar + FeSO,. HA: rica em gordura e aclcar + BRS Aracé. HT: rica em gordura
e aglicar + BRS Tumucumaque. HP: rica em gordura e aclcar + BRS Pajel. [Hb]: concentracdo de

hemoglobina. Hb: hemoglobina.
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De acordo com o esperado, a concentracdo de Hb (Hb < 12 g/dL) ao final da
deplecdo foi semelhante entre os animais, independentemente do tratamento
recebido. Na Fase 1, tanto o ganho quanto a concentracdo de Hb apresentaram
resultados semelhantes em todos os tratamentos, incluindo os controles. O NS teve
maior ganho e concentracdo de Hb na Fase 2 em relacdo ao HS. O HA apresentou
maior ganho e concentracao de Hb dentre os feijdes-caupi (Fase 2).

O feijdo-caupi Pajel apresentou os menores resultados em relacdo a
concentracdo e ao ganho de Hb (Fase 2). Além de convencional, o genotipo
apresentou alto teor de fendlicos e maior razdo Fi:Fe que as culturas biofortificadas,
fatores esses que podem interferir na absorcéao do Fe.

Ademais, para avaliar a biodisponibilidade dos feijdes-caupi, analisamos o valor
biolégico relativo (RBV) e a eficiéncia de regeneracdo de hemoglobina (HRE) (Tabela
12). Para RBV, consideramos como controle o HS, cujo RBV é fixado em 100% de Fe
biodisponivel (CORREA et al., 2020; HURRELL; EGLI, 2019).

Tabela 12. % HRE (Hemoglobin Regeneration Efficiency) e RBV (Valor Biologico Relativo) fase da

replecao.
Grupos RBV Fase 1! % HRE Fase 1° RBV Fase 22 % HRE Fase 22
NS 67,02 £ 22,94 * 37,55+12,93* 7753+854* 39,55+4,50 *
HS 100 + 0,00 ab 56,18 £ 13,112 100+ 0,00 @ 51,18 +£12,33¢2
HA 112,70 £ 27,18 63,25+15,37@ 104,80+ 20,572 53,67 £10,47°2
HT 89,17 + 20,88 " 50,00 £11,75%2 93,55+17,882 47,75+9,17 2
HP 97,73 £ 22,66 @ 54,64 £12,86 2 93,00 £ 27,122 47,55+ 13,872

Valores expressos em média + desvio padrdo. *Teste t ndo pareado com significancia estatistica
considerada de p < 0,05 entre grupos NS e HS na mesma coluna. Letras diferentes na mesma coluna
significa diferenca estatistica (p<0,05) pela ANOVA e post-hoc de Tukey. ! Fase 1: 14 dias ap6s a
replecao. 2 Fase 2: 34 Dias ap6s replegdo (penultimo dia do experimento). NS: normocaldrica + FeSO,.
HS: rica em gordura e agUcar + FeSO,. HA: rica em gordura e aglcar + BRS Aracé. HT: rica em gordura

e acUcar + BRS Tumucumagque. HP: rica em gordura e agucar + BRS Paje.

Nota-se que apesar do NS ter maior ganho e concentracdo de Hb, o HS
apresentou maiores valores para RBV e HRE nas duas fases da replecdo. Os

parametros RBV e HRE mantiveram-se semelhantes entre os grupos com dieta rica
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em gordura e acucar em ambas as fases. Com excecdo do HT que apresentou menor
RBV da Fase 1.

A metodologia adotada nesse estudo, deplecéo/replecdo, baseia-se no ganho
de Hb, sendo assim nota-se que houve um aumento dos niveis de Hb, oriundo da
oferta das dietas contendo o sulfato ferroso ou feijdo-caupi nas duas fases da
replecdo. Na Fase 2, a suplementacao com o feijdo-caupi Aracé mostrou uma melhor
recuperacdo dos niveis de Hb, visto que se assemelhou ao HS e obteve maiores
resultados em ambas as variaveis.

O objetivo ao final da fase de deplecédo foi alcancado, com niveis de Hb
inferiores a 12 g/dL. Na metodologia de deplecéo/replecéo utilizada, é essencial que
0S animais apresentem estado anémico, para que, na fase de replecéo, possam ter
condicdes fisiolégicas semelhantes ao receberem suas dietas experimentais.

A maior biodisponibilidade de Fe por parte do HS em relacdo ao NS, dado os
resultados superiores RBV e HRE em ambas as fases, sugere-se o efeito facilitador
do acucar na absorcao do Fe (GALLAGHER, 2013; GROTTO, 2008; PISKIN et al.,
2022).

Ressalta-se que o HRE prediz a eficiéncia da converséo do Fe em hemoglobina
durante o periodo de replecao e o RBV reflete a eficiéncia que o ferro € utilizado pelo
organismo considerando sulfato ferroso como 100% de Fe biodisponivel (COSTA;
MARTINO, 2011; SANT'ANA, 2018). Todos os grupos com feijdo-caupi apresentaram
semelhanca ao HS para os valores do RBV em ambas as fases, pois ficaram proximos
de 100%, variando de 89,17 a 112,70, assim como para HRE, sugerindo que os trés
tipos de feijdo-caupi possuem boa biodisponibilidade de Fe, sendo que na Fase 1
destacou-se o0 Aracé com maior RBV (112,70). A biodisponibilidade refere-se a
capacidade do organismo de absorver e utilizar o Fe em sua forma ativa, implica-se
dizer que a quantidade de Fe biodisponivel do HP néo teria sido suficiente para a
producdo adequada de Hb, que possivelmente explicaria o motivo da boa
biodisponibilidade de Fe do HP, mas menor producédo de Hb. Semelhante ao nosso
estudo, Antunes et al. (2019) e Sant'Ana et al., (2019), estudaram culturas
convencionais e biofortificadas de feijdo-caupi e relaram auséncia de resultados
significativos entre as culturas tanto para RBV, HRE, concentragdo e ganho de Hb.

Ambas as variedades biofortificadas quanto a convencional apresentara boa

biodisponibilidade de Fe, porém a concentracdo de Hb € um parametro essencial
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utilizado para avaliar o estado anémico, e nesse quesito de recuperacao de globulos
vermelhos, o feijdo Aracé se destacou na Fase 2, que abrange todo o periodo da
replecdo, demonstrando valores maiores dentre as demais culturas estudadas e mais

proximos ao sulfato ferroso.

5.4.5. Biomarcadores do metabolismo do ferro
O ferro sérico, ferritina e a transferrina que séo indicadores importantes na

analise das condicGes relacionadas ao metabolismo do Fe, constam na Tabela 13.

Tabela 13. Ferro sérico e proteinas do metabolismo férrico.

Grupos Ferritina (mg/dL) Transferrina (mg/dL) Ferro sérico (ug/dL)
NS 89,25 + 44,04 104,10 + 30,47 56,64 + 21,19
HS 113,80 + 25,05 2 110,70+ 7,222 60,21 + 18,832
HA 100,60 + 23,53 & 108,20+ 4,612 64,79 £ 17,032
HT 46,62 £ 13,00 b 113,50 £ 5,64 2 43,20 £9,932
HP 65,15 + 64,18 ab 114,60+ 7,842 57,34 £ 28,97 @

Valores expressos em média + desvio padrdo. *Teste t ndo pareado com significAncia estatistica
considerada de p < 0,05 entre grupos NS e HS na mesma coluna. Letras diferentes na mesma coluna
significa diferenca estatistica (p<0,05) pela ANOVA e teste de Tukey. NS: normocaldrica + FeSO,. HS:
rica em gordura e agucar + FeSO,. HA: rica em gordura e acUcar + BRS Aracé. HT: rica em gordura e

aclcar + BRS Tumucumaque. HP: rica em gordura e agucar + BRS Pajed.

Os dados permaneceram semelhantes, independente do grupo estudado para
transferrina e Fe sérico. Na analise de ferritina, o grupo HT teve menor valor dessa
proteina, em comparag¢ao com o grupo HS, sugerindo deplecéo das reservas de Fe.
Na deficiéncia de Fe os receptores de transferrina sdo estabilizados e ha a repressao
da ferritina, permitindo assim que tenha Fe apenas para fins metabdlicos (FILLEBEEN
et al., 2020; HENRIQUES; SIMOES; COZZOLINO, 2020).

Biomarcadores sdo medidas parametrizadas de indicadores biologicos e
constitui-se um caminho importante determinar o estado nutricional, além de ser um
parametro para a manutencdo de um organismo saudavel (HENRIQUES; SIMOES;
COZZOLINO, 2020). A ferritina sérica ndo deve ser usada como Unico parametro na
avaliacao do estado nutricional atinente ao Fe, pois € uma proteina de fase aguda e

inUmeros fatores podem levar ao seu aumento, desde sindrome metabdlica até dano
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hepatico, ou a sua reducédo, como a infancia e na gestacéo os valores encontram-se
reduzidos. A literatura sugere combina-la com o Fe sérico para avaliacdo do estado
nutricional (HENRIQUES; SIMOES; COZZOLINO, 2020; ROHR; BRANDENBURG;
BRUNNER-LA ROCCA, 2023).

A maior concentracdo da ferritina no grupo do Aracé (HA) dentre os feij0es,
junto a semelhanca dos dados para os niveis de ferro sérico e transferrina destaca a
boa biodisponibilidade do Fe no organismo dos animais, a manutencao das reservas
de Fe (ferritina) e niveis adequados de Fe sérico. Além disso, a producdo de
transferrina apresentada, ndo demonstra sinais de deplecdo férrica, pois, em
condi¢cBes de baixa biodisponibilidade, o corpo aumenta a producéo de transferrina

para otimizar o transporte do ferro sérico.
5.4.5. Efeitos dos feijdes-caupi sobre os parametros bioquimicos

Os dados referentes aos efeitos dos feijdes-caupi sobre os parametros

bioguimicos estdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Indicadores bioquimicos do sangue (mg/dL).

Grupos experimentais

Indicador

NS HS HA HT HP
ALT 36,33 + 39,45 + 36,67 * 40,17 + 4533 +
10,28 13,46 2 7,972 9,602 15,73 2
AST 100,50 + 104,10 £ 86,92 + 102,70 + 101,10 +
39,00 29,44 2 33,022 34,292 40,07 @
- 73,83 + 55,45 + 56,42 + 54,42 + 53,75 +
10,24 * 13,242 7,282 6,622 8,962
26,58 + 18,82 + 23,92 + 21,75 + 22,58 +
HDL-c
4,19 * 5,36°P 2,882 2,80 2b 3,53 ab
LDL 36,89 + 25,86 * 24,72 + 21,58 + 24,23 +
-C
6,99 * 8,472 5,282 5,152 5,792
2,81+ 3,03+ 2,38 + 2,53+ 2,40 +
CT/HDL-c
0,34 0,212 0,19° 0,28° 0,27°
1,44 + 1,41 + 1,05 + 1,03 + 1,60 +
LDL-c/HDL-c
0,27 0,27 a 0,23 a 0,24° 0,77 2
TG 55,27 + 54,64 + 55,25 + 62,00 + 34,92 +
12,52 14,94 2 17,902 13,84 2 15,47 b
) ] 319,80 + 286,60 + 289,70 + 346,80 + 270,80 +
Glicemia
47,57 83,18 @ 59,99 ab 68,28 2 51,57°

Valores expressos em média + desvio padrdo. *Teste t ndo pareado com significAncia estatistica
considerada de p < 0,05 entre grupos NS e HS na mesma linha. Letras diferentes na mesma linha
significa diferenca estatistica (p<0,05) pela ANOVA e teste de Tukey. NS: normocaldrica + FeSO. HS:
rica em gordura com acgUcar + FeSO,. HA: rica em gordura com aclcar + BRS Aracé. HT: rica em
gordura com acUcar + BRS Tumucumaque. HP: rica em gordura com agulcar + BRS Pajel. ALT: alanina
aminotransferase. AST:. aspartato aminotransferase. CT: colesterol total. HDL-c: High Density

Lipoprotein. LDL-c: Low-density Lipoproteins. TG: triglicérides.

O HA obteve maior concentracdo de HDL-c do que o grupo HS. Quanto a razéo
CT/HDL-c todos os grupos com feijdes apresentaram valores inferiores ao HS,
demonstrando propriedade benéfica quando ao risco aterogénico.

Observa-se que o HP obteve maior valor na razdo LDL-c/HDL-c em relacdo ao

HT. O HP teve destaque na reducao dos triglicérides, sendo inferior aos demais feijdes
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e ao grupo HS. Quanto a glicemia de jejum, o HP se diferiu do grupo HT, alcancando
valor significativamente inferior.

No perante estudo pressupomos que n&o houve influéncia das fibras
alimentares ou proteinas e demais compostos bioativos na reducdo do colesterol e
LDL-c, sendo este um dos principais causadores da patogénese da aterosclerose,
contradizendo alguns estudos cientificos realizados com feijao-caupi.

O isolado de proteina de feijao-caupi adicionado a dietas hipercolesterolémicas
ao longo de 6 semanas reduziu o colesterol plasmatico em ratos machos e fémeas
(ALASHI; WU; ALUKO, 2021). Além das fibras soluveis, as proteinas feijao-caupi pode
funcionar de forma hipocolesterolémica, atuando na inibicdo da enzima HMGCR e na
reducado da solubilizagéo colesterol (MARQUES et al., 2015).

Em um cenario oposto, ressalta-se o aumento de 1 mg/dL de HDL-c pode estar
associado a uma diminuicdo de 2 a 3% do risco de doenca coronaria (SANTOS et al.,
2016). Os feijdes-caupi apresentaram bom desempenho na reducdo da
aterogenecidade. O Aracé aumentou a fragdo HDL-c e a reducéo significativa na razédo
CT/HDL-c pelos feijées indica uma proporcao favoravel entre o colesterol total e o
HDL, o que é positivo, pois niveis adequados de HDL-c pode pressupor menor risco
de complicacBes cardiovasculares.

Além do maior teor de fibras sollUveis do Pajeu, tem-se o alto teor de fendlicos
que pode ter impactado nas menores concentracdes glicémicas e de triglicérides,
inibindo a-amilase, a-glicosidase e lipase. Adicionalmente, reduzem a peroxidacao de
LDL-c, que é fator de risco iminente para surgimento de aterogénese e protegem as
células B pancreaticas (FENG et al., 2023; GASMI et al., 2022; SANTOS et al., 2016;
TAN; CHANG; ZHANG, 2017; VIEIRA et al., 2023). A inibicdo da a-amilase permite
gue a glicose nao seja liberada rapidamente, ocorrendo efeito hopoglicemiante e sem
a acado da lipase, os triglicerideos ndo sdo quebrados em moléculas menores que
podem ser absorvidas pelo intestino delgado, levando a uma menor absor¢ao de
gorduras.

O feijdo-caupi, especialmente das variedades Aracé e Pajel, possivelmente
poderia desempenhar um papel importante na promoc¢éo da saude cardiovascular, ao
influenciar positivamente o perfil lipidico. A reducdo na razdo CT/HDL-c observados
em todas as variedades testadas também contribui para a diminuicdo do risco de

aterosclerose e outras complicacOes cardiovasculares. Além disso, a reducao nos
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niveis de triglicerideos e glicemia associada ao consumo do feijado-caupi Pajeu reforca

seu potencial como alimento funcional.

5.4.5.1. Efeitos dos tratamentos sob a reposta glicémica pos-prandial
Os resultados da area incremental sob a curva de glicose sanguinea (IAUC)

(LIU et al., 2022) estéo dispostos na Figura 12.

Figura 12. Area incremental sob a curva de glicose sanguinea (iAUC).
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Valores expressos em média + desvio padrdo. *Teste t ndo pareado com significancia estatistica

considerada de p < 0,05 entre grupos NS e HS na mesma coluna. Letras diferentes na mesma coluna
significa diferenca estatistica (p<0,05) pela ANOVA e post-hoc de Tukey. (A) IAUC referente aos
tempos. (B) iIAUC. (C) IAUC tempo 30 minutos. (D) iIAUC tempo 60 minutos. (E) iAUC tempo 90 minutos.
(F) iIAUC tempo 120 minutos. NS: normocaldrica + FeSO,. HS: rica em gordura e agUcar + FeSO,. HA:
rica em gordura e aglcar + BRS Aracé. HT: rica em gordura e agucar + BRS Tumucumaque. HP: rica

em gordura e agucar + BRS Pajel. iAUC: area incremental sob a curva de glicose sanguinea.

O NS apresentou menor IAUC, seguido pelo HA, onde ambos se diferenciaram
do HS (Figura 12 B). O feijao-caupi Aracé reduziu significativamente 35,93% na iAUC
guando comparamos ao HS, o HT e HP apresentaram valores (Figura 12 B). No tempo
de 120 minutos HT e HP se diferenciaram do HS (Figura 12 E e F).
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O baixo indice glicémico do Aracé pode ter influenciado na menor iIAUC. Silva
(2022) identificou que o feijao-caupi Pajeu foi considerado com indice glicémico
moderado, enquanto Aracé e Tumucumaque, foram considerados alimentos com
baixo indice glicémico. Akhtar et al. (2019), com o uso de p6 de feijdo vermelho em
chapatti obteve reducao significativa na area incremental sob a curva. Winham et al.
(2022) obtiveram menores valores de IAUCs no feijao preto integral do que no pao
branco.

Leguminosas, como o feijdo, sdo reconhecidas por conter fibras alimentares
sollveis, que promovem uma digestdo mais lenta, além de amido resistente e
oligossacarideos com potencial prebidtico, os quais podem resultar em menores
concentracdes de glicose ao longo do tempo (CARDENAS; ROSA; COSTA, 2016;
HUBER; BEMILLER, 2019; SEAL et al., 2021). No entanto, neste estudo, observamos
gue o tipo de fibra alimentar pode nao ter influenciado a glicemia pos-prandial. O Pajeu
apresentou um maior teor de fibra solivel e compostos fendlicos, porém néo foi
refletido em menor iIAUC. Assim, sugerimos que o menor indice iIAUC do Aracé, pode
ter sido influenciado por outros compostos bioativos presentes no feijao-caupi, como
proteinas, fitoquimicos e peptideos.
5.4.5.2. Efeitos dos feijdes-caupi naresisténcia insulinica

A resisténcia ou a sensibilidade a insulina foram determinadas através do
HOMA-IR, indice TyG e a razdo TG/HDL-c a partir da glicemia e insulina de jejum
(Tabela 15).

Tabela 15. Efeitos dos tratamentos sobre resposta insulinica.

indice NS HS HA HT HP

Insulina (mU/L) 6,60+1,63 7,901,972 529+127b 6,83+1,093 634+1,02
HOMA-IR 531+1,73 543+1512 394+1322 561+1,602 437+1,262
TyG 9,04+0,29 889+0453 891+0502 9,23+0,382  8,33+0,66°"
QUICKI 0,30+0,01 030+0012 0,32+0,012 0,30+0,012 0,31+0,012
TG/HDL-c 213+043* 311+£1,012 232+0673% 295+0,72% 1,60+0,77°

Valores expressos em média + desvio padrdo. *Teste t ndo pareado com significancia estatistica
considerada de p < 0,05 entre grupos NS e HS na mesma linha. Letras diferentes na mesma linha
significa diferenca estatistica (p<0,05) pela ANOVA e seguido do teste de Tukey. NS: normocalérica +

FeSO,. HS: rica em gordura e aglcar + FeSO,. HA: rica em gordura e acUcar + BRS Aracé. HT: rica
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em gordura e aclUcar + BRS Tumucumaque. HP: rica em gordura e aclcar + BRS Pajeld. HOMA-IR:
Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance. TyG: indice triglicerideos/glicose. TG/HDL-c:

razdo triglicerideos/HDL-c. QUICKI: Quantitative Insulin sensitivity Check Index.

Apés 8 semanas de intervencdo o HA apresentou menor concentracao de
insulina e o HP apresentou menor indice TyG e razdo TG/HDL-c. Os indices QUICKI,
HOMA-IR, TyG e a razdo TG/HDL-c sdo metodologias utilizadas para avaliar a
resisténcia a insulina, refletindo possiveis manifestacdes metabdlicas associadas a
sindrome metabdlica. O HOMA-IR apresenta variagdes de acordo com caracteristicas
demograficas, como idade, sexo e etnia, o que torna dificil a determinacdo de um
ponto de corte ideal. Da mesma forma, o ponto de corte do TyG também varia. A
literatura cientifica sugere os seguintes valores de referéncia para resisténcia a
insulina e sindrome metabdlica em humanos: razdo TG/HDL-C > 2,28, indice TyG >
7,97, HOMA-IR > 2,13 e QUICKI < 0,357 (ASLAN CIN et al., 2020; HREBICEK et al.,
2002; TAHAPARY et al.,, 2022; UNGER et al., 2014). Para ratos, ndo foram
encontrados padrdes de referéncia estabelecidos.

Contrapondo alguns dados presentes na literatura sobre feijdes, em nosso
estudo ndo obtivemos implicacdes dos feijdes-caupi para HOMA-IR e QUICKI. Zhao
et al. (2021), com a suplementacédo de feijdo azuki em uma dieta high-fat obtiveram
niveis séricos de insulina e HOMA-IR melhorados, aumentando a sensibilidade
insulinica. Camundongos alimentados com dieta rica em gordura suplementada com
feijdo preto apresentaram indice de HOMA-IR 87% menor do que o outro grupo
controle sem feijdo (TAN et al., 2021). Feijdes de sementes coloridas, Azufrain e Flor
de Junio adicionadas em uma dieta rica em gordura e frutose em ratos mostraram-se
capazes de reduzir o HOMA-IR significativamente (PEREZ-RAMIREZ et al., 2023).

A suplementacdo com o feijao Aracé biofortificado demonstrou melhor atuacéo
para manutencdo da sensibilidade a insulina, evidenciada pela menor concentragdo
sérica de insulina, em consonancia com a reducéo do iAUC (Figura 12 B). O feijao
Pajeu, por sua vez, apresentou um menor indice TyG e uma razdo TG/HDL-c mais
favoravel, mesmo em condigbes de dieta rica em gordura e acucar, 0 que €
considerado desejavel. Um menor indice TyG pode sugerir melhor controle dos niveis
de glicose e triglicerideos, o que geralmente esta associado a um menor risco de
desenvolver diabetes tipo 2 e doencas cardiovasculares. Da mesma forma, uma
menor razdo TG/HDL-c sugere um perfil lipidico mais equilibrado e protetor contra
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doencas cardiacas. Um estudo de coorte retrospectivo com 17.746 pessoas associou
o indice de TyG a uma glicemia de jejum alterada (LIU et al., 2024). Em nosso estudo,
o menor indice TyG do HP é concomitante a menor glicemia e triglicérides de jejum,
sugerindo o efeito dos compostos bioativos.

No geral, sugere que a suplementacado com as variedades de feijado-caupi Aracé
e Pajeu poderiam mitigar complicacdes cardiovasculares associadas a dietas ricas em
gordura e acgUcar, através da manutencdo de parametros preditores de resisténcia a
insulina, sindrome metabodlica e doencas cardiovasculares. Essas variedades,
portanto, apresentam potenciais propriedades funcionais, como aliados na reducéo

de disturbios metabdlicos e na promocéo da saude cardiometabdlica.
54.7. Efeito dos feijdes-caupi na salde hepatica
Os resultados sobre os efeitos dos feijdes-caupi na saude hepética estao

apresentados na Tabela 16.

Tabela 16. Peso do figado, indice hepatossomatico, peso corporal final e perfil lipidico hepatico.

Grupos experimentais

Marcadores
NS HS HA HT HP
) 10,26 9,70 10,28 10,80 9,89
Peso do figado (g)
+1,40 +1,272 +1,752 +1,732 +1,732
. 308,00 311,00 334,90 342,40 332,50
Peso corporal final (g)
*+ 32,62 +50,87 2 + 39,22 2 +54,312 +57,98 2
o ) 3,33 3,16 3,08 3,17 2,99
Indice hepassomatico
+0,31* +0,452 +0,492 +0,372 +0,27 2
o 4,12 5,52 5,90 5,87 5,84
Excrecéo lipidica (%)
+0,59 * +1,592 +2,182 +1,102 +1,272
68,72 82,71 80,10 92,39 89,62
CT (mg/dL)
+7,36* +12,272 + 13,292 +11,262 +13,802
184,90 309,70 261,80 314,80 281,20
TG (mg/dL)
+ 30,92 * +124,402 + 50,54 2 + 95,96 2 +93,132

Valores expressos em média + desvio padrdo. *Teste t ndo pareado com significAncia estatistica
considerada de p < 0,05 entre grupos NS e HS. Letras diferentes na mesma linha significa diferenca
estatistica (p<0,05) pela ANOVA e teste de Tukey. NS: normocalérica + FeSO,. HS: rica em gordura e
aclcar + FeSO,. HA: rica em gordura e acUcar + BRS Aracé. HT: rica em gordura e agUcar + BRS

Tumucumagque. HP: rica em gordura e aglcar + BRS Pajel. CT: colesterol total. TG: triglicérides.
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O teste ANOVA seguido de Tukey nao identificou diferenca significativa em
nenhuma das varidveis mostradas na Tabela 16, comparando as dietas ricas em
gordura e agucar suplementadas ou ndo com feijao-caupi.

A fotomicroscopia das laminas esta apresentada na Figura 13 e a classificacao

da esteatose através do escore na Tabela 17.

Figura 13. Fotomicrocospia de figados de ratos Wistar ndo tratado e tratados apds 8 semanas com

dieta rica em gordura e agucar.




(A) NS: normocalérica + FeSO,; (B) HS: rica em gordura e acUcar + FeSO,; (C) HA: rica em gordura e
acucar + BRS Aracé; (D) HT: rica em gordura e acUcar + BRS Tumucumaque; (E) HP: rica em gordura
e aclcar + BRS Pajel. (F): Evidenciacdo de macrovesiculas e microvesiculas no citoplasma de
hepatécitos no grupo HP. Asterisco: macrovesiculas. Seta preta: microvesiculas. Hematoxilina e
eosina, 20x (A, B, C, D, E), barra = 50 um, 60x (F), barra = 10 um.

Tabela 17. Classificacdo da esteatose (n =6).

Esteatose
Macrovesicular Microvesicular Megalocitose Inflamacé&o Fibrose
NS 0,00 £ 0,00 0,67 £ 0,82 N.d. N.d. N.d.
HS  0,33+052% 1,33+ 1,032 N.d. N.d. N.d.
HA  0,00+0,002 1,17 +0,98 2 N.d. N.d. N.d.
HT 0,000,002 0,50 + 0,55 @ N.d. N.d. N.d.
HP  0,17%041° 1,670,822 N.d. N.d. N.d.

Valores expressos em média + desvio padrdo. *Teste t ndo pareado com significAncia estatistica
considerada de p < 0,05 entre grupos NS e HS. Letras diferentes na mesma coluna significa diferenca
estatistica (p<0,05) pela ANOVA e teste de Tukey. NS: normocalérica + FeSO,. HS: rica em gordura e
aclcar + FeSO,. HA: rica em gordura e acUcar + BRS Aracé. HT: rica em gordura e agUcar + BRS

Tumucumagque. HP: rica em gordura e agucar + BRS Pajed. N.d.: ndo detectado.

No que diz respeito a classificacdo da esteatose por escore,
independentemente do grupo avaliado, n&o foi encontrada diferencga significativa entre
0S grupos quanto a presenca de macro e microvesiculas (p>0,05). Na analise
morfolégica dos figados, tanto macrovesiculas quanto microvesiculas foram
identificadas, sendo estas ultimas em maiores proporcdes em todos 0S grupos
avaliados. Além disso, altera¢des como inflamacao, fibrose e megalocitose nao foram
evidenciados nos cortes histolégicos avaliados.

Diversas pesquisas tém relacionado o consumo de feijdo com a modulacéo de
genes envolvidos na sintese de acidos graxos livres, como SREBP-1, Hmgcr e Acat
2, aléem de promover o aumento da expressao de genes relacionados a oxidacgao,
como PPARa. Em estudo com hamsters suplementados com feijao carioca, observou-
se uma reducdao significativa no colesterol hepético, além de maiores concentragdes
de colesterol fecal, quando comparados aos que receberam apenas uma dieta rica

em gordura saturada (HERNANDEZ-VELAZQUEZ et al., 2020; NGUYEN et al., 2019).
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Uma alimentacdo com alto teor de gordura saturada e carboidrato simples pode
contribuir para a génese ou agravamento de doencas hepaticas devido a
hepatotoxicidade (MAZZA; SANTANA; OLIVEIRA, 2009). Entretanto, embora o feijao
seja reconhecido por seus compostos bioativos benéficos a saude hepética, e mesmo
com a administracdo de uma dieta rica em gordura e agucar, o tempo de intervencao
de 8 semanas utilizado neste estudo ndo foi suficiente para promover alteracoes
significativas na esteatose hepética.

Portanto, estudos adicionais sd0 necessarios para uma compreensao mais
aprofundada dos efeitos do feijdo-caupi no figado. Sugerimos que futuras pesquisas
considerem a analise da expressdo génica de genes envolvidos no metabolismo

lipidico para uma avaliagdo mais detalhada dos efeitos do feijao-caupi.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados deste estudo demonstraram a efetividade do programa de
biofortificacéo, evidenciada pelas concentracdes significativamente superior de ferro
nos graos dos feijdes-caupi biofortificados. Esse aumento contribuiu para a
recuperacdo da hemoglobina e para maior concentracao de ferritina do Aracé. No
entanto, € importante destacar que o aumento do teor de ferro nos alimentos nao se
traduz diretamente em maior biodisponibilidade no organismo. Todos os feijoes-caupi
testados, incluindo a variedade Pajeu, apresentaram resultados semelhantes aos do
sulfato ferroso em relacdo a RBV (valor bioldgico relativo) e a HRE (eficiéncia de
recuperagéo de hemoglobina).

Apesar do tempo de intervencdo com a dieta elevada em gordura e agucar nao
ter induzido obesidade ou esteatose hepética, nossos resultados sugerem que 0s
compostos bioativos presentes no feijdo-caupi tiveram efeitos benéficos sobre o
metabolismo lipidico. Além de uma menor razdo CT/HDL-c em todos os grupos
tratados com feijdo-caupi”’, os feijdbes promoveram altera¢cdes positivas em
marcadores de colesterol, triglicérides e de resisténcia insulinica, sendo possiveis
beneficiadores da saude cardiovascular. Esses achados indicam um potencial
beneficio na reducdo de complicacbes associadas a dislipidemias, intolerancia
glicémica e resisténcia insulinica.

A oferta do feijao-caupi bifortificado Aracé promoveu maior producdo de
acetato, butirato e propionato, o que pode ter contribuido para o menor valor de pH
cecal. Estes podem mediar outros efeitos positivos sobre a resisténcia insulinica, além
de favorecerem a absorc¢éo de ferro devido ao pH &cido.

Nosso estudo analisou simultaneamente diversos biomarcadores relacionados
ao metabolismo do ferro, lipidico, glicidico e a fermentacdo da microbiota intestinal
(acetato, butirato, propionato e pH), além de aspectos da saude hepatica. Outros
modelos animais e de dieta poderiam ser testados em estudos futuros para indugéao
de obesidade e outros biomarcadores poderiam ser adicionados para melhor

compreensao dos efeitos no metabolismo, como SREBP-1, Hmgcr, Acat 2 e PPARa.
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7. CONCLUSAO

Conclui-se que o feijdo-caupi é uma estratégia dietética de baixo custo,
sustentavel e com boa qualidade nutricional. O feijdo Aracé se mostra promissor no
combate a anemia e, junto ao Pajeu, poderiam contribuir para a satude cardiovascular
e a manutencdo de parametros preditores de resisténcia insulinica e sindrome

metabdlica, especialmente em dietas com alto teor de gordura e acglcar.
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