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RESUMO

ENES, Barbara Nery, M.Sc., Universidade Federal de Videsareiro de 2012Efeito de
uma mistura de cereais, sementes e graos (“Racio Humana”) no estado nutricionalde
ferro e zinco, na composicdo corporal e na saude 6sse@rientadora: Hércia Stampini
Duarte Martino. Coorientadores: Sonia Machado Rocha RikeiNeuza Maria Brunoro
Costa.

A epidemia de obesidade tem atingido todo o mundo e as prexalétém crescido
principalmente em areas urbanas de paises com renda médimixa. No Brasil, a
prevaléncia € maior para o sexo feminino, atingindoacdec 16,5% das mulheres. Ainda
existem muitas duvidas quanto aos efeitos do excesso degeside Ossea. Entretanto,
acredita-se que durante a reducdo ponderal, possiveis pEskE®s sejam ocasionadas.
Dentre os tratamentos para 0 excesso de peso, 0 uso datasmicos em fibras tem sido
muito orientado e utilizado. Dentro desse contexto, a indide alimentos tem lancado no
mercado diversos produtos que visam colaborar com a pengiesdedentre 0s quais esta a
“Rac¢do Humana”. Trata-se de uma mistura de cereais, sementes e t@)sifgredientes
esses de origem vegetal, e que, isoladamente apresemigiicibe a salude. Tais ingredientes
veiculam fibra alimentar a alimentacdo, entretanto, aesgmca de fatores
antinutricionais/fitoquimicos como fitatos e taninos, pogbeejudicar a biodisponibilidade de
minerais, como ferro e zinco. Devido a escassez de estadieratura sobre os reais efeitos
da“Ragdo Humana” na satide, este trabalho objetivou avaliar a biodisponibilidade de feer
trés versbes de uma mistura de cereais, sementes € ‘Ra@® Humana”) em ratosNistar,
além c seu efeito no pesma composicdo corporal, na saude 6ssea, no controle iddade

e no estado nutricional referente aos minerais feimco em mulheres com excesso de peso
O primeiro experimento teve como objetivo avaliar a Isjalnibilidade de ferro em trés
versdes de uma mistura de cereais sementes e gRagdo(Humana”), light (MCL), regular
(MCR) e caseiraMICC) por meio do método de deplecdo/replecao, utilizando um dével
ferro 12mg-kg. Os grupos MCLe grupo controle (GC) ndo diferiram quanto ao ganho de
hemoglobina, eficiéncia de regeneracdo de hemoglobina @ \mbldgico relativo.
Consequentemente apresentaram biodisponibilidade de feitar s80,02 + 36,63 e 99,99 +
27,62, respectivamente. Os demais grupos apresentaram \afereges. O grupo MCR
apresentou maior teor de ferro (23,2 mg™p6ontudo, o elevado teor de tanino (12,45 + 1,2

Xiv



mg-100") pode explicar sua menor biodisponibilidade. O grupo MCL api@semaior
consumo de fibra solivel (21,15 +0.92 g), além de maiorde@ropionato no conteudo fecal
(65,49 + 11,08 umol/g), e ambas as varidveis se correlaaimnaositivamente (r= 0,5712;
P=0,0018). O grupo ML apresentou menor consumo de tanino e maior consumo de fibra
soluvel, o que possivelmente favoreceu a maior solubiligab®disponibilidade de ferro
sendo fonte comparavel ao sulfato ferroso. O segundo estuelacomo objetivo avaliar o
efeito de consumo dBIC no peso,na composi¢cdo corporal, na pressdo arterial, ha saude
0ssea, no controle da saciedade e no estado nutricierfiairo e zinco em mulheres com
excesso de peso. Foi realizado um ensaio clinico em deénéaorossover onde foram
realizados dois tratamento, restricdo energética de 158iads ao consumo de MC (teste)
ou consumo de um placebo (controle). Cada um deleseapoel duracdo de cinco semanas e
houve uma semana deashoutentre os tratamentos. Nao houve diferenca signifecam
relacdo ao peso, composicéo corporal, pressdo adergmbsalude 6ssea. Da mesma forma, ndo
foi possivel observar diferencas entre os tratameqi@sito ao controle da saciedade.
reducdo ponderal foi maior no primeiro periodo para artrahto controleR= 0,0434) e para

o tratamento teste no segundo periodo do estBdo0(0086). Houve associacdo positiva
entre densidade mineral éssea e indice de massa corp@@966,P=0,0127). Quanto ao
estado nutricional dos minerais, houve aumento signifatia hemoglobina durante o
consumo de MCR= 0,0001) e n&do houve prejuizos quanto a absorcéo de zssmtrgbalho
permitiu a confirmacao dos dados de biodisponibilidade de ferrmneénais e em humanos, o
gue nos permite concluir que, apesar da origem vegetal dg®oentes da MC, ela pode ser
considerada uma boa fonte de ferro, e seu consumo dé&oifoi capaz de prejudicar o estado
nutricional de zinco. O consumo diario de MC, entretamdio, alterou o peso, a composicao

corporal, a presséao arterial e o controle de sacietlad®ilheres com excesso de peso.
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ABSTRACT

ENES, Béarbara Nery, M.Sc., Universidade Federal de Vigesaruary, 2012Effect of the
Consumption of a mixture of cereals, seeds and grains‘Human Ration”) in the
nutritional status of iron and zinc, body composition and bone healthAdvisor: Hércia
Stampini Duarte MartinoCo-advisors: SOnia Rocha Machado Ribeiro and Neuza Maria
Brunoro Costa.

The obesity epidemic has been a worldwide issue angréwalence has increased mainly in
urban areas of countries with medium or low incomeBrawil, the prevalence is higher for
females, reaching about 16.5% of women. There are still rdaopts about the effects of
overweight on bone health. However, it is believed thahduhe weight reduction, potential
bone loss may be caused. Among the treatments for ogdnytie use of food rich in dietary
fiber has been widely suggested and used. In this contextiobd industry has launched
several products on the market designed to help in wisighisuch as “HumanRation”. This

is a mixture of cereals, seeds and grains (MC), composedstable ingredients which
present health benefits. These ingredients convey diditaer to the diet, however, the
presence of antinutritional factors/phytochemicals sughhgate and tannins may impair the
mineral bioavailability such as iron and zinc. Given the gaof studies addressing the
actual effect of‘HumanRation”, this study aimed to evaluate the iron bioavailability of a
mixture of grain, seeds and grairi$i(imanRation™) in Wistar rats, as welsits effect on
body weight, body composition, bone health, the conifosatiety and nutritional status
related to iron and zinc minerals in overweight women. Th&t &xperiment aimed to
evaluate the iron bioavailability in three types of atom@ of cereals, seeds and grains
(“Human Ration”), light (LMC), regular (RMC) and homemade (HMC) through the
depletion/repletion method, using a 12 md-kgn level. The LMC and control group (CG)
did not differ from hemoglobin gain, hemoglobin regeneratéfficiency and relative
biological value. Consequentityshowed similar iron bioavailability, and 80.02 + 36.63 99.99
+ 27.62, respectively. The other groups showed lower valuesRM@& group showed a
higher content of iron (23.2 mg- 1) however, the high tannin content (12.45 + 1.2 mg-100
) may explain its lower bioavailability. The LMC group hadigher intake of soluble fiber
(21.15 £ 0.92 g), and higher levels of propionate in fecalecr{65.49 + 11.08 pmol/g), and

both variables were positively correlated (r= 0.5712, P0818). The LMC group had lower
XVi



tannin intake and higher intake of soluble fiber, which pbbb&vored the higher solubility
and bioavailability of iron- a source similar to ferrous sulfate. The second studgdiito
evaluate the effect of consumption of MC in body weitpedy composition, blood pressure,
bone health, control of satiety and nutritional sadtiiron and zinc in overweight women. It
was conducted a randomized crossover clinical trial andtteatments were performed:
15% energy restriction associated with the consumpifoMIC (test) or consumption of a
placebo (control). Each treatment had a five-week pevidda washout week between both.
There were no significant difference in body weight, bodsngosition, blood pressure and
bone health. Likewise, we could not observe differermseen treatments for the control of
satiety. The weight loss was higher in the first pefadcontrol treatmentR = 0.0434) and
for the test treatment in the second study perfid(d.0086). There was a positive association
between bone mineral density and body mass index (r= 0.385®,.0127). There was a
significant increase in hemoglobin during the consumptioM©f(P= 0.0001) and no losses
on the absorption of zinc regarding the nutritional stafusioerals. This work allowed the
confirmation of data for iron bioavailability in animals ahdmans, which allows us to
conclude that despite the vegetable components of thatM&n be considered a good source
of iron, and their daily consumption was not able to &ffee nutritional status of zinc. The
daily intake of MC, however, did not affect body weighddy composition, blood pressure

and the control of satiety in overweight women.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca crbnica caracterizada pelo @xdessdiposidade
corporal. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) consideshesidade como um
problema de salude publica e estima-se eue2015, 2,3 bilhdes de adultos terdo
excesso de peso e 700 milhdes serdo obesos (WORLD HEALTH QRBAION,
2005). No Brasil foi observada tendéncia do aumento de ssbrep®besidade na
populacdo durante as Ultimas décadas (MONTEIRO, CONDE e POPKIN, 2007;
ANDRADE, 2008). Dados populacionais mais recentes evidentigte a obesidade
atinge 12,5% dos homens e 16,9% das mulheres (INSTITUTO BRASQHDE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2010).

O tratamento do excesso de peso apresenta relacdo gasitiva perda de
massa 0ssea. A perda de 10% do peso corporal € capaz derprnodugerda 0ssea de
aproximadamente 1 a 2% em varios 0ssos (SHAPSES e RIEDT), 20&émento dos
marcadores urinarios de ressorcdo 0ssea, Pro-peptidemaMaledo colageno tipo |
(NTx) e osteocalcina (FLEISCHE® al, 2008).

Com a crescente prevaléncia de excesso de peso no mandujustria
alimenticias vem desenvolvendo inumeros produtos com fqédo goelos ditos
“alimentos funcionas e naturaig\ grande maioria desses produtos € composta por uma
mistura de graos integrais, farelos e sementes, ricdbeam que podem desempenhar
efeito positivo no controle de peso corporal, reguladd® parametros hematolégicos
(lipidios, glicemia), regularizacdo do funcionamentestinal, além de apresentarem
atividade antioxidante, funcdo esta desempenhada pelos cosgmstiivos que
figuram dentre os ingredientes desses produtos.

Seguindo essa mesma linha, foi desenvolvid®Ra&ao Humana” (RH), uma
mistura de cereais, sementes e graos (MC), muito ceaasura Brasil, principalmente
por mulheres preocupadas com a forma fisika:‘Racdo Humariarecebeu essa
denominacdo devido a alusdo as racdes animais, que sdo progarida®io de
misturas de diversos ingredientes ricos em nutrientes @BR& MENDONCA, 2010)

Entretanto a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitarid\{(fSA), por meio do Informe



Técnico n° 46, de 20 de maio de 2011 (BRASIL, 2011) proibiu a vedulde produtos
que utilizem a denominagdo “Racdo Humana”, uma vez que essa ndo indica a
verdadeira natureza e as caracteristicas do alimentoy dé& proilir alegacbes
relacionadas ao emagrecimento, uma vez que nao existemsegtiledoomprovem esse
efeito.

A importancia da presente pesquisa justifica-se, portantantigea escassez de
dados na literatura cientifica até o momento sobre os efeitos da “Racdo Humana” na
salde, salientando-se a relevancia de realizar investigab&® o efeito desse produto
no peso, composicao corporal e na salde 6ssea em muberexcesso de peso.
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Resumo

O objetivo desta revisdo foi analisar a relacdo da iagede fibra alimentar e sua
associacdo ao controle do peso corporal, assim consfettss do seu consumo na
biodisponibilidade de minerais, na perda de peso e na saude ésseajlheres com
excesso de peso. O aumento da obesidade tem sido obsemvadaior proporgédo em
paises em desenvolvimento e no género feminino, apresentasdciacdo com
guestbes educacionais e socioecondmicas. Dentre ossfal@igticos aliados ao
tratamento do excesso de peso, 0 aumento do consumibraealimentar € uma
estratégia importante, capaz de auxiliar na reducdo do pepora, por meio da
regulacdo do apetite e da ingestdo de energia. O aumerdondumo de alimentos
ricos em fibras na homeostase de minerais ndo deve tsecommo um fator prejudicial,
visto que a quantidade de fibra alimentar consumida pela popu#g@mente seria
capaz de causar prejuizos a homeostase organica dosisniQer@nto as questdes que
permeiam o peso corporal e a saude éssea, ainda podem epstddos inflamatorios
e hormonais, contudo a partir de uma reducédo ponderal adedgrtdae gradual, os
danos 6sseos podem ser prevenidos. Nesse contexto, o catesfibra alimentar pode
ser um aliado ao tratamento gradual da perda de peso, de mpoeleenir alteracbes

oOsseas.

Palavras-chaves:Obesidade. Alterac6es do peso corporal. Fibras na @etsidade

0ssea. Minerais na dieta.



Abstract

The aim of this review was to analyze the relationship betwesary fiber intake and
its association with body weight control, as welklaes effects of their consumption on
the bioavailability of minerals, weight loss and bone tieel overweight women. The
increase in obesity has been observed more often ialagewg countries and in
females, showing an association with socioeconondcegincational issues. Among the
dietary factors associated with the overweight treatimthe increased on dietary fiber
intake is an important strategy that can help on body Wwdagss through appetite
regulation and energy intake. The increased on consumgtifoods rich in dietary
fiber should not be seen as a factor damaging for hdasef minerals, since the
amount of dietary fiber consumed by the population would Ifydrel able of causing
damage to the organic mineral homeostasis. The questions pdrmeate the
relationship between body weight and bone health also imajve hormonal and
inflammatory states, but from an adequate weight losg; ahd gradual, bone damage
can be prevented. In this context, the consumptionet&di fiber can be coupled to a

stepwise treatment of weight loss, to prevent bonktthdamages.

Key-words: Body weight changes. Dietary fiber. Weight loss. Bonesilg. Dietary

minerals.



2.1 Introducéo

A obesidade é definida como uma doenca, caracterizadaapamulo de
gordura corporal resultante de um balango energéticoioosjtie acarreta riscos a
salde. Sua etiologia € associada a ingestdo alimentassexs baixa qualidade
nutricional da dieta e fatores genéticos, metabdlicospadturais e psicossociais
(2005). A obesidade pode ser considerada a mais grave epglebad atingido paises
industrializados como os Estados Unidos, onde aproximadamenteld @pulacéo
apresenta excesso de peso (FLEGAll, 2010) e paises em desenvolvimento como o
Brasil, onde 46,6% da populacdo encontra-se acima do peporalodesejavel
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2010).

Embora a obesidade esteja associada a inUmeras coat@®i sua relacdo com
a saude Ossea ainda nao € completamente compreendida. @HAG2007) afirma
gue a obesidade pode proteger a mulher contra a osteopGa#eido, sugere-se
também que a obesidade extrema pode estar associada cosidadke mineral éssea
reduzida (NUNEZet al, 2007). O tratamento visando a reducdo do excesso de peso
apresenta relacdo positiva com a perda de massa Gasda,asperda de 10% do peso
corporal, indicada para reducao de risco de comorbidadesaaess) capaz de produzir
uma perda éssea de aproximadamente 1 a 2% em varios SBB8BSES e RIEDT,
2006).

Diante do crescimento da obesidade, diversos fatorestizhst&ém sido
apontados como estratégias de combate ao excesso dedpese o0s quais esta a
ingestdo de alimentos ricos em fibra alimentar, comoateresementes e graos
integrais. Tais alimentos apresentam altas conceegagde fibra alimentar,
fitoquimicos e compostos bioativos que podem auxiliar na reguldoaapetite e
reducao ponderal (SLAVIN, 2005; BABIO, BULLO e SALAS-SALVADO, 2009;
BABIO et al, 2010). Fitoquimicos, como fitatos, taninos e oxalatosgtmtio, sao
capazes de se ligar aos minerais divalentes, reduzindoaslispbhibilidade, dentre os
guais figuram ferro, zinco e calcio (SILVA e SILVA, 1999).

O presente estudo teve como objetivo discutir a partir desddisponiveis a

literatura, a relacdo da ingestdo de fibra alimentar ess@ciacdo ao controle do peso



corporal, assim como os efeitos do seu consumo na jpadslidade de minerais, na
perda de peso e na saude Ossea, em mulheres com excess®.d& pesca de
informagdes para a composigéo desse trabalho fazadalem diversas bases de dados
cientificos (Pubmed, Science Direct, Lilacs, Scielotree outras), sem limitacao
temporal, utilizando as seguintes palavras-chaves: fibraeafar, perda de peso,
obesidade, mulheres, salude Ossea, biodisponibilidade de minerais,zfnco, bem

COmo seus correspondentes em inglés.

2.2 Epidemiologia da Obesidade no Género Feminino

No Brasil, observa-se uma tendéncia na diferenciacé® @s géneros em
relacdo a obesidade, com aumento da prevaléncia desexde peso desde os anos de
1970. Em comparacao aos dados do Estudo Nacional da DegetiarHENDEF),
1974-1975 e a Pesquisa de Orcamentos Familiares (1989) houve ade@08h» nos
casos de obesidade entre as mulheres. No periodo de 2002-2008)odal®esquisa
de Orcamentos Familiares (POF) mostraram que houve aune®@@% da obesidade
entre as mulheres. Estes mesmos dados evidenciaram queodQ2duitos brasileiros
apresentavam excesso de peso e 13% das mulheres apresentsesidade
(ANDRADE, 2008). Os dados mais recentes da POF 2008-2009 evidenciarasoexces
de peso em 50,1% dos homens e 48% das mulheres, tendo angiavddéobesidade
atingido 16,5% das mulheres e 12,5% dos homens (IBGE, 2010).

Indmeros estudos no Brasil e no mundo apontam a exstéeccorrelacao
negativa entre o nivel de escolaridade e o desenvolvimentbatdade feminina.
Pesquisa realizada por Sichieri e Moura (2009), apontou quelarekde associou-se
de forma negativa ao indice de massa corporal (IMC) ulbemes. Andrade (2008)
avaliando a evolucdo da obesidade no municipio do Rio d@&alaeecontrou que a
escolaridade € o principal fator socioeconémico asdocabesidade. Estudo realizado
por Kac, Velasquez-Meléndez e Coelho (2001), evidenciaram queaier nimero de

anos de escolaridade resultou em menor relacdo cinturalqiR@@). Molariuset al



(2000) em pesquisa realizada em 26 paises confirmaram que asesaibm ensino
superior eram mais magras do que aquelas com menor etaadari

Ao avaliar as condi¢Bes socioeconémicas das familipgssivel observar que a
obesidade tem aumentado de forma mais acentuada emopuwacdes mais pobres.
Estudos realizados na Suicga por Ljungvall e Gerdtham (2008)Espanha por Martin
et al. (2008) verificaram que as mulheres com maior nivel sooi@ICO
apresentaram menor risco de desenvolver sobrepeso/obedittidéo realizado no
Brasil, avaliando a associacdo da renda e a evolugdioedaade entre os anos de 1975
a 2003 evidenciou que para as mulheres, houve aumento da dégsila todos os
niveis de renda entre os anos de 1975 e 1989. Porém, em um paisdecente, 1989
a 2003, houve uma mudanca com aumento da obesidade apenas emrores niveis
de renda, havendo ainda diminuicdo da prevaléncia nos nd@Eesondmicos mais
elevadoMONTEIRO, CONDE e POPKIN, 2007). Gigangt al (2008) relataram
maior prevaléncia de sobrepeso e obesidade entre as esulb@m menor nivel
socioecondmico, ao contrario do observado para ogm®ncom maiores prevaléncias
entre os de maior nivel econdmico. Os dados mais recate©F 2008-2009 também
confirmaram que a obesidade € mais frequente entre asresuff@tencentes a classes
intermediarias de renda (IBGE, 2010).

O excesso de peso tem sido, portanto, associado a um nmévelr
socioecondmico e educacional, onde se observa uma tendEnenaiores cuidados
relacionados ao peso corporal em individuos com nivegcentes de educacao formal
(PINHO et al, 2011)

2.3 Mulheres e Saude Ossea

O tecido 6sseo € dinamico e apresenta-se a todo 0 momentooeesso de
turnover(remodelacdo) 6sseo. Esse processo € realizado coordendelpmla acdo de
células de formacdo (osteoblastos) e de ressorcaeodtesttos). Os prejuizos a
microarquitetura O0ssea acontecem quando o0s osteoclaseon ama cavidade

excessivamente profunda, que ndo consegue ser preencltiEnserhente ou quando



0S osteoblastos ndo conseguem preencher uma cavidade decaessormal
(GARNERO, 2000).

As mulheres sdo expostas durante a vida, a situacOes, @ogastacdo e
lactacdo, que as tornam mais propicias ao desenvolvimentateldacbes Osseas.
Durante essas fases, as secrecdes de estrogénio @naaacbntram-se alteradas e ha
uma transferéncia substancial de calcio da mée paebé& bendo acumulado em um
recém-nascido a termo cerca de 30 g do mineral. Casndo tdsseo fosse a Unica fonte
de calcio para a crianca, a mae perderia aproximadamentdo 386nteido mineral
0sseo ao final de cada gestacéo.

Os efeitos desses dois periodos transitorios no tec&hm draterno ainda nao
sdo bem compreendidos e a possibilidade de estarem envohadpatogénese da
osteoporose permanece desconhecida. Na gestacéo, entteieationento na absorcao
materna de calcio, além de alteracbes nos horménipdadores da homeostase do
mineral e, portanto, recomenda-se uma ingestao de cammignte a de mulheres néo
gravidas (OLAUSSONMt al, 2008). Uma alimentacao inadequada durante o periodo da
gestacdo pode causar danos para a saude 6ssea em longprpreipalmente no caso
de sucessivas gestacdes (SOWERS, 2008).

O desenvolvimento de novas tecnologias tem auxiliado no emeng da
perda de massa 0ssea durante a gestacéo. Estudos de &@b€BO00) e Tranquilli,
Giannubilo e Corradetti (2004) encontraram modesta diminuicéitadaa 6ssea com a
gestacdo. Outros estudos verificaram o aumentium@ver 0sseo durante a gestacao,
com aumentos expressivos dos marcadores de ressosga) psncipalmente nos dois
altimos trimestres de gestacdo (ZERt al, 2003) e aumento da remodelacdo e
desmineralizacdo 0ssea materna (DELLA MARTIBtal, 2010)

A lactacdo atua de forma ainda mais forte na mobilizacamald® do tecido
0sseo, de modo que o nivel de retirada de célcio dos dsgesdera da quantidade de
leite produzido e da duracdo do periodo de amamentacéo.cAntratdo de calcio no
leite materno € constante e independe da ingestdo maderrmineral, porém ha
algumas discussdes sobre a possibilidade de haver temikade calcio no leite de
mulheres com ingestdo muito baixa de calcio (SOWERS, 2Pusferes com ingestao
adequada de célcio apresentam “recuperagdo” do célcio perdido ao final da lactagdo ou

guando esta é interrompida. No entanto, aquelas que apresegestéo de célcio



muito baixam podem apresentar comprometimento de sua &sgekeou até mesmo de
seu filho. A suplementacdo com o mineral durante a gestaé tem demonstrado
efeitos positivos e possivelmente pode prejudicar adaptagétabdlicas durante esse
periodo (JARJOLt al, 2010).

O sexo feminino apresenta maior predisposicao para aéac@ de prejuizos
0sseos. Portanto, uma ingestdo alimentar com suprimerqoaattede calcio e demais
minerais como zinco e magnésio, importantes na formec&@mnutencdo da matriz
Ossea, Sd0 essenciais para prevenir as possiveis pestasades aos periodos

fisioldgicos da gestacao e lactagao.

2.4 Alteracdes do Peso Corporeo e Satude Ossea

Até recentemente, acreditava-se que a obesidade se mailacioom a saude
o0ssea de forma positiva, de modo que individuos obesos apresarmaior densidade
mineral 6ssea e reduzida taxa tlenover 0sseo(PAPAKITSOU et al, 2004)
Entretanto, estudo realizado a partir da relacdo das msediddmassa magra, gordurosa
e massa 0ssea utilizando o a técnicaDdal-Energy X-ray AbsorptiometfDEXA),
mostrou que o teor de tecido adiposo ndo se mostrou epéfia a estrutura 6ssea em
todas as situacdes (JANICKat al, 2007)

Existem alguns possiveis mecanismos que objetivam esclaréciuéncia da
obesidade e a perda de peso na saude 0ssea. Na obesidaséieita fatores pode
justificar o aumento da massa 6ssea, como 0 esforcolpean @ excesso de peso sobre
0 esqueleto, a associacdo entre massa gordurosa e @sateehormonios ativadores
do tecido 6sseo como leptina, adiponectina, grelina, alénmaddina (SHAPSES e
RIEDT, 2006). Pesquisa realizada com mulheres revelou que,apaedas na pré-
menopausa, ndo houve relacdo significativa entre gordupmrebre salde Ossea.
Contudo para aquelas na pés-menopausa, houve correladgA@dSACINNIS et al,
2003), sugerindo que o papel protetor da obesidade € mais aficaases onde ha
baixa atividade dos hormdnios sexuais (PAPAKITS&EI, 2004)

10



A relacdo entre excesso de peso e maior densidade niissesl se baseia na
proposicao de que o peso corporal interage com os horsnéexmais na manutengao
da massa 6ssea, protegendo contra os efeitos adversogi@acafestrogénica sobre o
contetido 6sseo (FRAZAO e NAVEIRA, 2007)

Por outro lado, evidéncias recentes tém revelado a obesidaseum possivel
fator de risco para a homeostase 6ssea, devido aos nirgstados de PCR, IL-1, IL-
6 e TNFe, induzidos pelo estado de inflamagdo sub-clinica, que estimulam a ativacéo
de precursores da atividade osteoclastica (GALLAGHER e 3HI0Q; GRECCet al,
2010)

Inimeros estudos relataram a relacdo entre perda despesra e perda de
massa 6ssea (FLEISCHER al, 2008; PAULA e ROSEN, 2010). A perda de peso
rapida pode ocorrer devido ao consumo de dietas redrbivantervencao cirdrgica,
em gue se podem esperar prejuizos 6sseos mais pronunciados.

Estudos mostraram que a perda de 10% do peso corporal, ingarad@ducao
dos riscos de comorbidades associadas ao excesso de gasazede produzir uma
perda 0ssea de aproximadamente 1 a 2% em varios ossogjeaBumentar 0os niveis
dos marcadores de ressorcdo o0ssea (RIED@, 2005; UUSI-RASI.et al, 2009)
Estudo com mulheres que realizaram restricdo energégipeesentaram perda de peso
severa demonstrou que houve aumento dos marcadores aledessssea (RIEDEt
al., 2008). Fleischeet al (2008) avaliando a saude ¢6ssea durante um ano apos a
cirurgia bariatrica mostraram que nesse periodo foradides 45 kg em média. Além
disso, houve diminuicdo da densidade mineral 6ssea de 9,2%prandémur e 8% no
guadril, assim como um aumento de 106% do marcador bioquimresstrcao 0ssea,
NTX, ap6s um ano da intervencédo cirurgica. Ao contranmndo ha perda ponderal
gradativa, ha menor perda da massa 0ssea ou até mesnmd maodificacdes nos
compartimentos do tecido (SHAPSES e RIEDT, 2006).

Os hormonios leptina e adiponectina, secretados pelos cadfopodem
desempenhar papel no metabolismo 6sseo durante a perda.d® pésto anorético da
leptina ndo ocorre em individuos obesos, devido ao desemeniio de resisténcia ao
horménio. O efeito central da leptina na inibicdo da fgiuadssea esta relacionado ao
efeito direto do hormdnio sobre a atividade dos osistid e indireto sobre os

osteoclastos, possivelmente por meio de sinalizacdo $tapat
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A adiponectina desempenha papel contrario no metabolimseo durante a
perda de peso. Esse horménio encontra-se geralmente dimirauimoesidade, porém
durante a perda de peso moderada, seus niveis podem ser domehtadiponectina
poderia atuar em beneficio da manutencdo da massa Gsseajez que suprime a
atividade dos osteoclastos e ativa a osteoblastogénes® &% RIEDT, 2006).

Os conhecimentos entre a existéncia de uma relacaty@aai negativa, entre
0 excesso de peso e prejuizos 0Osseos ainda apresentaraslaue devem ser
preenchidas a medida que os estudos avancem. Contudoacafirrpela literatura
guanto aos prejuizos 6sseos causados pela perda severa dmnpesal podem ser
prevenidos e atenuados por meio de reducao ponderal leaadaabe acompanhada por
profissionais habilitados. Nesse caso, as ac¢fes ingresabe controle clinico,
principalmente a atuacdo de hormonios secretados pelo tadidoso, podem ser

atenuadas, causando menores prejuizos 0Sseos.

2.5 Fibra Alimentar e Peso Corporal

O aumento de peso corporal verificado em todo o mundo énadligi
principalmente da modificacdo dos padrdes alimentarésngo dos anos. O consumo
cada vez maior de alimentos refinados em substituicdcalmsntos integrais e a
diminuicdo no consumo de frutas e hortalicas sdo ftprenordiais no aumento
ponderal.

Os guias alimentares atuais recomendam uma alimentagdemi fibras para
promocdo da saude e prevencdo das doencas crbnicas naossaessn(DCNT),
dentre essas, a obesidade. A recomendacao atual deondiésid de fibra alimentar é
de 38 e 25 g para homens e mulheres jovens, respectivaiferden, muitas vezes,
esse nivel de ingestédo néo € alcancado (IOM, 2001)

No Brasil, 0 consumo de alimentos fontes de fibras, dimniaproximadamente
50% entre as mulheres passando de um consumo diario de 4,8,paporcdes
(ANDRADE, 2008). Ainda no Pais, estudo conduzido por Mattos eirldafR000)

mostrou que o consumo médio da populacdo de uma cidadeedoride Sdo Paulo foi
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de 23,77 £ 12,98 g de fibras por dia. Os resultados enconteldtasam a existéncia de
praticas alimentares que levam ao baixo consumo de &bnasntares.

As proposicdes tedricas sobre o papel das fibras alinesmtar manutencéo do
peso corporal se baseiam em um efeito fisiologico qudibaas desempenhariam,
atuando como um obsticulo para a ingestdo energétiessiva por meio de um
deslocamento de energia e nutrientes disponiveis a gartlieta. Haveria, portanto,
exigéncia de um maior tempo de mastigacao, o que limbagumo, secrecao de saliva
e de suco gastrico, resultando em uma expansao do estéraage®eto da saciacdo e
saciedade. Por fim, levando a diminuicdo da eficiénciabdergdo de nutrientes no
intestino delgado causado pelas fibras (PEREIRA e LUDWIG, 28HLLO e
LAAKSONEN, 2009).

Os estudos observacionais mostram que a frequéncia ddaml#si menor em
paises em desenvolvimento onde ha maior consumo de litmentar (BABIO et al,
2010). Contudo, nas ultimas décadas, tem sido observado aud#ptrevaléncia de
obesidade acompanhada de diminuicdo no consumo de carl®iclvatplexos e fibra
alimentar (HOWARTH, SALTZMAN e ROBERTS, 20Q1)

Resultado do estudo epidemiolégico PREDIMED mostrou queéielayersa
significativa entre o consumo de fibra alimentar totéi€ e circunferéncia abdominal
(ESTRUCH et al, 2009). Estudos epidemiolégicos prospectivos também afirmam a
relacdo entre o alto consumo de fibra e menor ganho ste gaporal. O Estudo
CARDIA, realizado em diversos paises, onde a coorte fmhpanhada durante dez
anos e foram examinados 2909 individuos jovens mostrou, apsie para IMC e
variaveis dietéticas, associacdo inversa entre ocomgie fibra alimentar e ganho de
peso corporal, sugerindo papel das fibras na prevencdo do deseewmtd da
obesidade (LUDWIGet al, 1999). No EstuddNurses HealthLiu (2003) mostrou que
as mulheres com maior consumo de fibra alimentar apeeaemrisco 49% menor de
ganhar peso quando comparadas as mulheres com o0 menor @onsum
Papathanasopoulos e Camilleri (2010) verificaram que os astepidemiologicos
mostram uma relacao inversa entre a ingestdo de filonerahr e peso corporal. Os
mesmos autores revisaram oito estudos clinicos quangestdo de fibras e controle
ponderal e verificaram que para todos eles foi observsgtiacdo entre consumo de

fibras e reducdo na ingestdo energética dos individuosexoegdo de um estudo que
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nao verificou correlagcéo, e outros dois nos quaiseioehdo foi observado para uma
dietaad libitum

Dados epidemioldgicos sustentam a proposicao do contrgdesibocorporal por
meio do consumo de fibra alimentar, contudo, ainda wodicedtabelecido se essa
modulacdo se faz por meio da ingestdo de fibra ou saeqocias de vieses de
causalidade ou outros fatores ndo controlados. De qualqumg,fc& importante
enfatizar que esses resultados podem refletir um padragtiatietao contrario da
ingestao de fibra alimentar isoladamente (BARIGl, 2010).

2.5.1 Estudos clinicos

Apesar de os estudos epidemiologicos indicarem a relagé® e@nsumo de
fibora alimentar e regulacdo ponderal, ainda ha escassezstglos clinicos
randomizados e controlados a fim de desvendar como o pgswaicé afetado pela
ingestao de fibras. A literatura apresenta diversos estyugmgnvestigaram a relacao
entre o consumo de suplementos de fibra alimentar edalagdo do peso corporal.
Contudo, poucos séo randomizados e controlados, além distudos de longa duracéo
(> 4 meses) sdo raros, a maioria ¢ conduzido em pequenas amostras de populagdes
heterogéneas e diversos tipos de fibras sdo testatfdWARTH, SALTZMAN e
ROBERTS, 2001; SLAVIN, 2005). A tabela 1 mostra um compilado dede@stque
avaliaram o efeito do consumo de diversos tipos dediloreentar e sua associacdo com
a regulacéo ponderal.

Os diversos tipos de fibra alimentar desempenham efeitostakstino
organismo humano. goma guaré um dos tipos de fibra alimentar mais estudados, e
meta-analise de estudos randomizados placebo controlazkisomque esse tipo de
fibora ndo é eficaz na reducdo do peso corporal e seu con8ufrequentemente
associado a desconforto gastrointestinal (PITTLER e ERNST, .2R0#lyiguez-Moran
et al (1998) mostrou que a administracdo de 5 ¢Plmtago pyssiliundurante seis
semanas nao reduziu o peso corporal em pacientesicisb&ontudo, alguns estudos

demonstraram que a suplementacdo auotomannapresentou efeito positivo na
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reducdo do apetite e do peso corporal (VidtAal, 1992; CAIRELLA e MARCHINI,
1995). Salas-Salvadet al (2008) em estudo clinico paralelo, duplo-cego, flace
controlado, testou uma mistura de fibra alimen®arftago ovatae glucamani, e
percebeu que houve maior reducdo ponderal para o grupo alifnestm a mistura de
fibra, contudo a diferenca quanto ao grupo placebo na@fuofisativa.
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Tabela 1- Estudos Clinicos que avaliaram o efeito do consumo dedilmentar na regulacéo do peso corporal

Referéncia

Amostra

Tipo e duracéo do estudo Tipo de fibra

Resultado

Rodriguez-Moraret al, 1988

125 homens e mulheres
com DM 2

Duplo-cego placebo- Plantago Psyllium

controlado. Doze semanas.

N&do houve mudancas significativas no pi

corporal.

Birketvedt et al., 2005

176 homens e mulheres

com sobrepeso

Randomizado placebo- Glucomanna,

controlado. Cinco semanas.  gomar guar,

alginat

Dieta hipocalérica suplementada com fit
alimentar reduziu significativamente o pe

corporal.

Salas-Salvado et al., 2008

200 pacientes com

sobrepeso

Paralelo, duplo-cego Plantago ovate
husk,

glucomannan

controlado.

Dezesseis semanas.

N&o houve diferenca significativa em relacéo
grupo placebo. Houve aumento na saciedade

grupos suplementados com fibra alimentar.

Estruch et al., 2009

772 pacientes com alto

risco cardiovascular

Randomizado. Fibra alimentar

Seis meses. total de alimentos

naturais

Peso corporal, perimetro da cintura e pres
arterial diastolica reduziram significativamer

nos maiores quintis de ingestéo de fibra alimer

Ibrliggeret al, 2012

25 e 20 jovens saudaveis

Randomizado, simples-cegc Fibra de semente
crossoverUm dia de teste de linhaga em

comwashoutde dois dias. bebida ou barra

Bebida contendo fibra de semente de linh
aumentou a sensacdo de saciacdo e sacied
diminuiu a sensacédo de fome desejo de inge
de alimentos em relacdo ao controle. Be
contendo fibra de linhaca ndo apresentou ef

guanto a sensacao e fome e saciedade.

Adaptado de Babiet al.,, 2010. DM 2: Diabetes Mellitus tipo 2.
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A principal proposic¢ao para o efeito da fibra alimentarecicdo do peso corporal, se
da pelo aumento das sensacfes de saciacdo e sacieddite,esefe causado pelas
propriedades intrinsecas da fibra, que influenciam forsre palatabilidade dos alimentos e
requerem maior tempo de mastigacao, influenciando o commenta alimentar (LYON e
KACINIK, 2012). Hamedanet al (2009) demonstram que o consumo de uma refeicdo com
alto teor de fibra aumentou a saciedade, além de quesarmmoradicional de 14 g de fibra
alimentar por dia é capaz de diminuir em 10% a ingestdo ¢icargPa mesma forma,
Ibriggeret al (2012) demonstraram que a suplementacdo com fibra de linhangatau a
sensacado de saciedade quando comparado ao controle, e @Eidarina manutencédo ou
reducdo do peso corporal.

Os dados de pesquisas citadas apontam para o fato de queote quideral por
meio da ingestdo de fibras é dependente de fatores principalnedgcionados ao tipo de
fibra alimentar e a quantidade ingerida (WILLES al, 2009), além de outras questbes
secundarias como a distribuicdo de macronutrientegedagdes e até mesmo seu valor
energético (HAMEDANIet al, 2009; LYLY et al, 2009; LYLY et al, 2010). Além disso, 0s
dados mostram que a ingestdo de fibra alimentar pode auxiliaontoole ponderal no
contexto de uma dieta rica em frutas, vegetais, leqagas) oleaginosas e cereais integrais. A
recomendacdo do uso de suplementos de fibra alimentaw pardrole ponderal ndo pode ser
realizada, uma vez que ainda existem controversias gaasteeus efeitos no peso corporal
(BABIO et al, 2010).

2.6 Efeito da ingestéo de fibra alimentar na biodisponibilidade de mimais

Os estudos realizados ao longo dos anos tém demonstradoagligiio de alimentos,
principalmente cereais ricos em fibra alimentar, podeesgmtar influéncia negativa na
biodisponibilidade de minerais, particularmente os metaisdrited. Entretanto, esse efeito
negativo ndo € propriamente da fibra alimentar e sim desubstancias presentes na
matriz alimentar (GREGER, 1999; CALLEGAR@t al, 2010). A relacédo fibra-fitato-
minerais € complexa e numerosos estudos atribuem abgsfium efeito depressor da
absorcdo de minerais, dentre os quais o ferro e o zotemnfconsiderados os elementos

essenciais mais afetados.
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Contudo, o processamento dos alimentos, por meio dizagiio de tratamentos
térmicos, fermentacdo, germinacdo, dentre outros, siazes de reduzir o efeito negativo
sobre a biodisponibilidade de minerais (SCHLEMME&iRal, 2009; VERMA e BANERJEE,
2010). Luoet al. (2009) verificaram reducdo de até 84% de &cido fitico erdeteippos
fermentacdo e até 51% apOs maceracdo associada a préreque. Além disso, a presenca
de fitato reduz a biodisponibilidade de minerais quando presanfgopor¢cdes maiores que
1:1 no caso do ferro ou quando a razdo molar é acima de 200noMaso de fitato:CaxZn
(FERGUSONEet al, 1989; GIBSONet al, 2010)

A fibra solavel por sua vez, pode desempenhar efeittiymsia biodisponibilidade de
minerais, devido a sua atuacdo como substrato para a micriobéstinal, que se multiplica e
reduz o pH intestinal, aumentando a absor¢cdo de minertdiaWLCA e PATIL, 2010)
Estudos em modelos animais anémicos mostraram que a sitizel foi eficaz na
recuperacéo dos niveis de hemoglobina (DE CASSIA FRE @4, 2006; FELTRINet al,
2009), assim como evidéncias tém demonstrado que a admaéawsutlacinulina auxilia na
absorcdo de calcio, ferro e zinco (SAHOAHRENS e SCHREZENMEIR, 2002;
BOSSCHERet al, 2003)

Muitos estudos demonstram resultados controversosjdmiat propria matriz de cada
tipo de alimento (TURGEON e RIOUX, 2011) e suas variaveis dire@mo clima, solo, e
regido onde sao cultivados interferem diretamenteongposicdo quimica dos alimentos e
consequentemente nos resultados dos estudos sobre biddisjaate (HALLBERG,
BRUNE e ROSSANDER, 1986; LOBét al, 2011).

O conteudo de fitoquimicos presentes nos alimentos de origegetal,
consequentemente ricos em fibra alimentar, pode charagengdo quanto aos efeitos na
biodisponibilidade de minerais. No entanto, seria necessarmonsumo de elevadas
proporcdes desses alimentos para que tais prejuizos fosseiwlerados de ocorréncia
preocupante. Além disso, demais fatores, como a estrotolecular presente nos atomos
contidos no alimento e a propria matriz alimentar, atnanbiodisponibilidade de minerais
(COZZOLINO, 1997), além dos atenuadores de absorcdo e biosaavdos nutrientes,
fitatos, taninos, dentre outros (COZZOLINO, 1997; SILVA e\BA,_1999).

Ainda assim, o consumo de fibra alimentar pela populacdo geraiderado aguém
das recomendac0fes de ingestdo, bem como o padrao ddatfieeancontrado na atualidade,
nao justifica preocupacdo excessiva quanto aos danos iapbioithilidade de minerais por

meio da ingestdo de alimentos ricos em fibra alimentar.

18



2.7 Consideracoes finais

Dentre os fatores dietéticos aliados ao tratamento dessa de peso, 0 aumento do
consumo de fibra alimentar € uma estratégia importeapsz de auxiliar na reducéo do peso
corporal, além de fornecer um padrao alimentar saudawi qualidade nutricional. A
implicagdo do aumento do consumo de alimentos ricos eas fita homeostase de minerais
nao deve ser vista como um fator prejudicial, visto que a gaatide fibora comumente
consumida pela populagéo dificilmente seria capaz dercprejaizos a homeostase organica
dos minerais. Quanto as questdes que permeiam o peso ceraaalide 6ssea, ainda podem
envolver estados inflamatérios e hormonais, contudo ar metiuma reducao ponderal
adequada, lenta e gradual, os danos 0sseos podem ser pevdagie contexto, 0 consumo
de fibra alimentar pode ser um aliado ao tratamento gradupkerda de peso, de modo a

prevenir alteragdes 6sseas.
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3 HIPOTESE

O produto rico em fibra alimentar pode auxiliar na perda de peatteracdo da
composicao corporal, por meio da regulacéo da sensactmmdee saciedagdeontudo, a
perda de peso pode causar prejuizos 6sseos, assim comeng @i fatores antinutricionais
/ fitoquimicos pode reduzir a biodisponibilidade dos minemi® fe zinco.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de uma mistura de cereais, sementes,gr@nhecida popularmente
como “Racdo Humana” no estado nutricional de ferro e zinco, na composi¢do corporal e na

salide 6ssea.

4.2 Objetivos especificos

v/ Caracterizar a compi@io quimica da “Ragdo Humana”;

v' Avaliar a biodisponibilidade de ferro em trés versGes (@dajht e regular) de
“Rag¢do Humana” em ratos Wistar,

v Avaliar o efeito da “Ra¢do Humana” no peso e na composicdo corporal em mulheres
com excesso de peso;

v Avaliar o efeito da “Ragdo Humana” nasalde 6ssea e na pressao arterial em mulheres
com excesso de peso;

v Avaliar o consumo alimentar e de nutrientes das mulheres partiegpantes e durante
0 estudo;

v' Avaliar o efeito da “Ra¢do Humana” na sensa¢do de fome e saciedade das mulheres
participantes do estudo;

v' Avaliar o efeito da “Rag¢do Humana” no estado nutricional referente aos minerais ferro

e zinco nas mulheres participantes do estudo.
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5 METODOLOGIA GERAL

5.1 Apresentacgéo

A presente dissertacao foi desenvolvida a partir dotpreja queseavalou o efeito
das propriedades funcionais da mistura de cereais, serseqt&ss, conhecida confiBagao
Humana” na gordura corporal, saude 6ssea, biodisponibilidade de mieeraisrisco para
desenvolvimento de doencas cronicas ndo transmissiveisuérares com excesso de peso
Esse projeto envolveu duas discentes de Mestrado em &adilutricdo, suas respectivas
orientadoras, e equipe de apoio. No presente trabalho fotdzados os dados de
biodisponibilidade de minerais, saude 0ssea, peso e composigéoal.

Além destes dados, foi realizado um estudo com animais peadiar a
biodisponibilidade de ferro de trés versbes“@acdo Humaria O ensaio biologico foi
realizado nos laboratorios de Nutricdo Experimental e saéle Alimentos do Departamento
de Nutricdo e Saude (DNS) e Laboratério de Absorcédo Atdomiézegartamento de Solos da
Universidade Federal de Vigosa (UFV). O estudo clinico por suiafsedesenvolvido nos
laboratérios de Desenvolvimento de Novos Produtos e AnaliseoG&En Analise de
Alimentos, Nutricdo Experimental e Analises Clinicas@¥S e Laboratorio de Absorcéo
Atbmica do Departamento de Solos da UFV. Foram realizadaasetiesse trabalho no
Laboratorio de Analises Clinicas e no setor de Raio X das&ywde Saude da Universidade
Federal de Vicosa. Foi utilizadgara atendimentos nutricionais e coleta de dados das
voluntarias participantes do projeto, a sede da Estratigi&aude da Familia do bairro
Silvestre, gentilmente cedida pela Secretaria Municip&alele da Prefeitura Municipal de

Vicosa.
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5.2 Mistura de Cereais, sementes e graos

5.2.1 Aquisicao e elaboragéo

Os trabalhos foram desenvolvidos com misturas de cersatisentes e graos,
baseadas na formulacdo do produto conhecido cURagio Humana”. Para o ensaio
bioldgico, realizado com ratos, foram utilizadas ttiéerentes versdes de Might, regular e
caseira. As primeiras séo industrializadas, da mesm@aj@m o nome comercial dRagao
Humana”. A versaolight foi doada pelo fabricante, em outubro de 2010, sem variagdoedo lot
dos produtos, e a regular, adquirida no comércio de Vigd& em janeiro de 2011. A
terceira versdo, caseira, foi desenvolvida a partir da formulagdo da “Ra¢do Humana” regular
respeitando a diversidade dos ingredientes e as devidaggiirepoPara o estudo clinico,
apena® MC caseira foi utilizado devido a maior aceitacdo dapi@ em testes preliminares.

Os ingredientes para o preparo da MC caseira foram adguéerddoja de produtos
naturais em Belo Horizonte, MG, em quantidade suficienta agender todo o periodo da
pesquisa para que ndo houvesse variacdo quanto ao lote distegré MC foi composta dos
seguintes ingredientequinua (2%), agar-agar (4%), acucar mascavo (8%), aveitoeos
(8%), cacau em po (2%), fibra de trigo (20%), farinha de antegral (8%), fuba de milho
branco (8%), farinha de soja desengordurada (10%), gergelincasca (8%), gérmen de
trigo (6%), guarana em po (2%), levedo de cerveja (2%nerge de linhaca (10%).

Inicialmente todos os ingredientes foram pesados e aukisy de modo a obter uma
mistura homogénea. Os ingredientes que nao se apresemavéonma de pd, semente de
linhaca, gergelim e aveia em flocos, foram triturados emdifigador, para somente apos,
serem pesados e homogeneizados aos demais. Apos 0 peepad foi armazenada em
sacos plasticos escuros e vedados, de modo a evitatocopta oxigénio e luz solar e

conservado em geladeif4°C) até o momento de sua utilizagéo.
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5.3 Caracterizagdo da Composigcdo quimica das versfes de misturas de ceresgsnentes

e graos eshakes

5.3.1 Umidade

O teor de umidade foi determinado a £05em placas de petri previamente taradas
e submetidas a aguecimento em estufa até peso constarfteme o procedimento descrito
pelaAssociation of Official Analytical Chemigi8OAC) (2002) (Método Ba 2a-38).

5.3.2 Proteina

A determinacdo de proteinas foi realizada segundo odmétnicro Kjeldahl, para a
guantificacado de nitrogénio total, descrito pela AOAC (2002) (MéBRalda-38), utilizando-

se fator de converséo igual a 6,25.

5.3.3 Lipidios

A determinacéao do teor de lipidios na amostra foizaddi por extracdo em aparelho
Soxhlet, utilizando éter de etilico como extrator, poioBak, sob refluxo, de acordo com a
AOAC (2002) (Método Ba 3-38).

5.3.4 Cinzas

Para a determinacdo da concentracao de cinzas, agsamsudbmetidas a calcinacéo

em mufla (Quimis®, modelo 318, Diadema, Brasil) e o redalttoram expressos pela
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diferenca de massa antes e ap0s a calcinagdo, segundto geda AOAC (2002) (Método
Ba 5a-49).

5.3.5 Fibra alimentar

A determinagéo dos teores de fibra alimentar total (FAdl)jvel (FAS) e insoluvel
(FAI) da MC e doshakedoi realizada por meio do método enzimatico gravimétricotghiie
Ba 6-84) (AOAC, 2002)

Para hidrolise enzimatica foram utilizadas a-amilase termoresistente, protease e
amiloglicosidase (Sigma-Aldrich®, St. Louis, MO, USA, codigoF100A). Para a filtragédo
utilizaram-se cadinhos de vidro com placa de vidro simtétizzom porosidade’? (ASTM
40-60mesh) e celite como auxiliar de filtracdo. O teor de fhimentar total foi obtido por

meio da soma entre as fragdes soluvel e insolavel.

5.3.5.1 Preparo de cadinhos

Os cadinhos foram deixados de molho com detergente néthemEo®) a 20%
durante 24 horas. Foram enxaguados com agua destilada e amrevac sentido normal e
oposto. Foram secos em estufa (Marconi®, modelo MA-035/&ciPaba, Brasil) a 105 °C
por 1 hora e incinerados em mufla (Quimis®, modelo 318, DiadBrasijl) a 525 °C por 5
horas. Logo apdés os cadinhos foram lavados 5 vezes comnl2@e HCI 0,5N e,
posteriormente, enxaguados trés vezes cormR@le agua destilada no sentido oposto. Os
cadinhos foram secos em estufa a 105 °C por 12 horasadesfrem dessecador contend
silica e pesados. Foi pesado 1 g de celite, com precisa00fd.§,e adicionado aos cadinhos.
Em seguida os cadinhos foram novamente submetidos gese@ 105 °C por 12 horas e,

posteriormente, pesados.
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5.3.5.2 Obtencéo do hidrolisado

Foi pesado em béquer de 60Q, 1 g de amostra previamente desengordurada, em
duplicata, com precisdo de 0,1mg. Foram adicionados, eantsaglier, 5anL de tampéo
fotato pH 6,0. O pH foi ajustado para 6,0 + 0,2, adicionasglguando necessario, NaOH
0,275 ou HCI 0,325 N. Adicionose 0,1 mL de a-amilase termoresistente a solugcdo. O
béquer foi tampado com folha de papel aluminio e aquecidbagrmo-maria (Marconi®
modelo MA 093, Piracicaba, Brasil) a 97 °C durante 30 mingtws, agitacdo (100 rpm) a
cada 5 minutos. As amostras foram resfriadas em tempeeatiiante. O pH foi ajustado
para 7,5 £ 0,1. Para téhram adicionados em torno de . de NaOH 0,275N. Em seguida,
acrescentoge 0,1 mL de protease (5 mg/0,inL) a solucdo pré-digerida e o béquer
novamente tampado com folha de aluminio e incubado®°& @@r 30 minutos, com agitacao
horizontal continua (100 rpm). Apos o hidrolisado ser iegkir a temperatura ambiente,
foram acrescidos, em torno de ml de HCI 0,325 N, com a finalidade de ajustar o pH para
4,3 + 0,3. Finalmente, adicion@e0,1 mL de amiloglicosidase a solucdo e o béquer foi
novamente tampado com folha de aluminio e incubado’&€ g@r 30 minutos, com agitacao
horizontal continua (100 rpm), para obtencao do hidroliftadb O mesmo procedimento foi

realizado em duplicata para obtenc&o do branco.

5.3.5.3 Fibra Insoluvel

Inicialmente, com auxilio da bomba de vacuo (Marconi®, moddk-058,
Piracicaba, Brasil), filtrou-se o hidrolisado em cadinBm seguida lavou-se o residuo do
cadinho com 10mL de agua destilada, repetindo o procedimento trés vezesdtava
primeiramente o béquer que continha a amostra para miniaszaerdas. O volume filtrado
no kitasato foi transferido para um béquer de 800 utilizando-se 320nL de alcool 98%
aguecido a 60 °C para lavar o kitasato, sendo esse matseaVado para andlise de fibra
solavel. Os cadinhos foram, em seguida, lavados duas veme® volume de 20nL de

etanol a 95%, e duas vezes cormi0 acetona. Os cadinhos foram secos em estufa a 105 °C
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durante 12 horas. Posteriormente, realizou-se analiggotieina e cinzas nos residuos do
cadinho (AOAC, 2002).

5.3.5.4 Fibra Soluvel

O volume reservado na etapa filtracdo da fibra insolisveleixado em repouso em
temperatura ambiente durante 1 hora para precipitacédo cipifmeo foi filtrado nos cadinhos
e logo apos estes foram lavados com auxilio da bombacde w@dm 20mL etanol a 78%.
Em seguida, o contetdo reservado foi filtrado no cadiom @uxilio de bomba de véacuo.
Estes foram lavados consecutivamente trés vezes cumerale 20mL de etanol a 78%,
duas vezes com 20L de etanol a 95% e duas vezes conm20de acetona. Posteriormente,
0 residuo dos cadinhos foi colocado para secar em estliféb °C durante 12 horas,

procedeu-se a analise de proteinas e cinzas dos residumsneodéscrito anteriormente.

5.3.5.5 Fibra total

A determinacado da fibra alimentar total foi realizada petaasda fracGes solavel e

insoluvel.

5.3.6 Carboidratos

O teor de carboidratos foi obtido pela diferenca entreab dat amostra (100%) e os

teores de proteinas, lipidios, fibra alimentar total, deofgua e cinzas (AOAC, 2002).
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5.3.7 Valor energético

O valor energético foi determinado de acordo com a coggmsle alimento em
termos de proteinas, carboidratos e lipidios, sendaadkils fatores de converséo 4, 4, e 9
kcal/g de alimento, respectivamente (FRARY e JOHNSON, 2005).

5.3.8 Taninos condensados

A determinacado do teor de taninos condensados foi reajiedolanétodo de reacao
vanilina, segundo Burns (1971) com modificacbes de Magdmoney (1972F Price, Van
Scoyoc e Butler (1978). Foram suspensas 200 mg de amostifsneinde solucdo a 1% de
HCl em metanol. Os tubos foram colocados em agitadomatittdo a 80 rpm, durante 20
minutos para a extracdo dos taninos mantendo temperat8@a®@. Em seguida, foram
centrifugados a 3.000 rpm, por 20 minutos. Aliquotas dalLldo sobrenadante foram
adicionadas a 2,B1L de solucdo a 1% de vanilina em metanol en®,5de solucdo a 8% de
HCl em metanol. Os tubos foram mantidos em repouso por 20tasi e as absorbancias
foram medidas a 500 nm em espectrofotdmetro (Shimadzu, UV-1601) daptma o branco.
Foi subtraida das leituras das amostras a absorbaniamtm, na qual a solucéo de vanilina
foi omitida.

Foi construida uma curva analitica de catequina em que 200 wmmposto foram
diluidas em metanol, sendo o volume ajustado em balamétrico de 200nL. Aliquotas de
5, 10, 20, 25 e 50 foram retiradas da solu¢do concentrada laroevini ajustado para 100
mL em baldo volumétrico com metanol. Em seguida, asrbfiscias foram medidas a 500
nm contra o branco reagente. Uma curva-padrdo de catequina0(0045x + 0,0013;
R?=0,997) foi usada para expressar os resultados em miligramaleqtévde catequina por

grama de amostra.
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5.3.9 Fitato

O teor de fitato foi segundo método de LatBskin (1980), com modificacbes por
Ellis e Morris (1986). Para a extragcao dos fitatos foageserca de 0,1 g de farinha e foram
adicionados 5 mL de HCI 2,4%, penmeaendo sob agitacdo horizontal durante 12 horas a
250 rpm. O extrato contendo acido fitico foi centrifugadoO®@.rpm durante 15 minutos,
sendo o sobrenadante filtrado a vacuo em funil de buchrmeifieado utilizando coluna de
troca ibnica, com fase estacionaria constituida pmina Dowex- AGX-4(Bio-Rad
Laboratories, Sdo Paulo, SP, Bras#) coluna foi pré-condicionada com NaCl 2 M e o
extrato obtido das etapas anteriores foi aplicado cuidadosana mesma. Os fésforos
inorganicos foram eluidos com NaCl 0,05 M, seguido da @uwga fitatos retidos com NaCl
2 M. O fitato foi determinado colorimetricamente, conseébaa coloracdo ro0sea do reagente
de Wade, formada a partir da reacédo entre o ion féercacido sulfossalicilico, que exibe
absorbancia maxima a 500 nm. Na presencga de fitato, o fesequéestrado e indisponivel
para reagir com o acido sulfossalicilico, resultandouema reducéo da intensidade da cor.
Uma curva analitica de acido fitico (mio-inositol hesfto) (Sigma-Aldrich®, St. Louis,
MO, USA, cédigo P8810), nas concentracdes de 10 a 1@6Ligfoi elaborada, por meio da
equacdo de regressdo linear (y = -0,0038x + 0,4963),8938) para expressar o teor de

fitatos em miligrama de &cido fitico por grama de farinha

5.3.10 Minerais

Para determinacdo do teor dos minerais ferro, calamcoz cobre, manganés,
magnésio, sbédio, potassio e fosforo, foi pesado 1 g deteamem triplicada em tubo de
digestdo e foram adicionados 10L de acido nitrico concentrado. Posteriormente, as
amostras foram aquecidas em bloco digestor com exagstddemperatura inicial de 80 °C
e aumento progressivo até 160 °C, temperatura a qualcssrasnforam submetidas durante
um periodo de 16 horas até a formacédo de solucéo limnPglaubos foram resfriados em
temperatura ambiente. O conteudo foi transferido pageo badlumétrico de 5@nL, o tubo

lavado com agua deionizada e agitadovémiex para evitar perdas, e seu contetdo vertido
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no baldo volumétrico até que o volume fosse completBdsa solucdo foi utilizada para
leitura do conteido dos minerais em equipamento de espéoinetria de emissédo de
plasma (Perkin Elmer Optima 3300 DV, Norwalk, USA). Todas as vidrarias utilizadas
foram previamente desmineralizadas em solucdo de &cido Bk durante 12 horas e
secas em estufa de circulacdo de ar (GOMES JC, 1996).

5.5 Estudo da Biodisponibilidade de Ferro na Mistura de Cereais, Seamtes e Graos

O ensaio bioldgico foi realizado com 32 ratos maclRett(s novergicysvariedade
albinus, classe Rodentia), linhagewistar, recém desmamados, com 21 dias de idade,
obtidos do biotério do Centro de Ciéncias Biologicas ealml& da Universidade Federal de
Vicosa. O delineamento aplicado foi inteiramente caswdiza&om 32 unidades
experimentais. A avaliagéo da biodisponibilidade de ferroeflizada baseada no método da
AOAC (Método 974.31) de deplecdo/replecéo utilizandongikg™ de ferro.

Os animais foram distribuidos em gaiolas individuaisgdeioxidavel, em ambiente
com temperatura controlada a 223 °C, umidade relativa (55 + 10%) e ciclo de claro e
escuro de 12 horas (iluminagcéo de 07:00 as 19:00) controlado automesieaNo periodo
de deplecéo todos os animais receberam dieta padrao @doae® AIN-93 G, isenta de ferro
além de agua deionizadal libitum com o objetivo de induzir deficiéncia de ferro. Ao
término do periodo de 21 dias de deplecdo, foram coletac@stras de sangue por
gotejamento, apos incisdo da porcdo terminal da cauda dosignoara a determinacédo da
concentragéo de hemoglobina (gHILEssa foi analisada por método colorimétrico a paatir
formacdo de cianeto de metahemoglobina (DRABKIN e AUSTIN, 198Higzando-se kit
para diagndsticoin vitro (Bioclin®, Belo Horizonte, MG, Brasil). Os animais foram
distribuidos em quatro grupos experimentais de modo querargifemédia da concentraca
de hemoglobina (Hb) fosse o mais uniforme possivel.

Na fase de replecdo, os animais receberam suas reapedi@étas experimentais
(grupo controle, dieta contendo sulfato ferroso; gruposrempstais dietas contendo MC
Light, Regular eCaseira) durante 14 dias, tempo durante o qual receberam @mniaadkmad

libitum, e ingestdo de dieta controlada de 16 a 18 g por dia, apraimatke.

36



Ao final da fase de replecao, os animais foram confinadosamara de G fim de
induzir os animais a inconsciéncia e imediatamente subraefideutanasia por meio de
puncdo cardiaca. Amostras de sangue foram coletadas geterainacdo da concentracao
de hemoglobina (g-dt), calculo do ganho de Hb, determinacdes da concentrad@oraea
Hb, eficiéncia de regeneracdo da Hb, valor biologidative, biodisponbilidade de ferro e
contagem de reticulécitos. Foi coletado ainda o cecaadmsais para andlise de pH cecal e
teor de &cidos graxos de cadeia curta (AGCC) do conteudo feca

O desenho experimental encontra-se na Figura 1.

4 &7 Ammaisrecém desmamados

_ 21 dias de vida(n=32)

Periodo de deplecio: todosos animaisreceberam
dietaisenta de ferro durante 21 dias

Periodo de replegfio: animas receberam suasrespectivas dietas durante 14 dias

7 Oy 0y ™ %
& &

Grupo Controle Grupo MC Regular Grupo MC Light Grupo MC Caseira
n=g n=g n=g n=g

Fim do expenmento

Sangue Ceco

1T 17T 17T 17T 1T°1 [ 1

CEA GHb Hb-Fe HRE RBVHRE EIO RET pH Cecal AGCC

Figura 1 - Desenho experimental do estudo de biodisponibilidafégrdedas trés versdes da
mistura de cereais, sementes e graos. MC: Mistura de s;eseanentes e graos; CEA:
Coeficiente de Eficiéncia Alimentar; GHb: Ganho de Hemoglobirafet Ferro Ligado a
Hemoglobina; HRE: Eficiéncia de Regeneracdo da Hemoglobina; Bit@isponibilidade;
RET: Contagem de reticuldcitos; AGCC: Concentracdoados Graxos de Cadeia Curta do

Conteudo Fecal.
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5.5.1 Preparo das dietas experimentais

As dietas experimentais (Tabela 1) foram preparadas ddoacom a dieta padréo para
roedores AIN-93G, segundo Reewvessal. (1993) manipulando as quantidades de ferro,
mantendo-as isoproteicas e isocaldricas. Na fase decdepl®i preparada dieta isenta de
ferro. J4 na fase de replecdo, as dietas foram pogsapara fornecer 12 mg-kde ferro.
ApOs o preparo, as dietas foram armazenadas sob raf@gef-20 °C) até o momento da

oferta aos animais.
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Tabela 1 -Ingredientegg-kg?), teor de ferro e tanino (mg-Kpdas dietas experimentais

Dietas replecéo

Ingredientes Dieta~
deplecdo  Sulfatoferroso .. \icc pietaMCR  DietaMCL
Controle
Albuming 200,0 200,0 147,3 183,4 172,6
Maltodextrind 132,0 132,0 132,0 132,0 132,0
Sacarose 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
Oleo de soja 70,0 70,0 44,5 62,3 50,3
Celulosé 50,0 50,0 29,8 12,6 28,7
Mistura de Minerafs 35,0 35,0 35,0 35,0 35,0
Mistura de Vitaminas 10,0 10,0 10,0 10,0 10,0
L-cistind 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0
Bitartarato de Colirfa 2,5 2,5 2,5 2,5 2,5
Amido de milh8 397,5 397,5 315,4 362,9 352,1
Sulfato ferrosb - 0,06 - - -
MCC - - 190,1 - -
MCR - - - 157,2 -
MCL - - - - 121,2
Ferro** - 17,3+0,4 19,3+0,9 2,32+0,1 25,4 +£0,7
Tanino** - - 50.76 + 7.28 202.81 +19.53 27.88 +2.94

Adaptada de Reesget al (1993).

MCC: Mistura de cereais, sementes e graos caseira; MCiRurslide cereais, sementes e graos regular; MCL: Midtucareais, semente
e graodight.

a Maxnutry Albumina 100% pura/ Nutryclin Alimentosggsa Brasil.

b Actcar Unido/ Comércio de Vigosa.

¢ SOYA/ Comércio de of Vigosa.

d Fibra alimentar da mistura de cereais, semente&os gisada para o preparo das dietas experimentais.
e Synth, LabSynth Produtos para Laboratério LTDA.

f Laboratério de Nutricdo Experimental-URWG-Brasil.

g Rhoster/ Rhoster-Industria e Comércio Ltda.

h Maizena Amido de Milho.

i VETEC Quimica Fina LTDA.

** Teor quantificado.

5.5.2 Consumo alimentar e ganho de peso

O peso corporal dos animais e o consumo alimentar foranitarados semanalmente,
durante as duas fases experimentais. O coeficiente deneffici@imentar foi determinado

pela expressao:
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CEA= Ganho de peso do animal (g)

Consumo de dieta (g)

5.5.3 Ganho de hemoglobina

O ganho de hemoglobina (GHb) dos animais foi calculado pfdeed¢ta entre os
valores da concentracdo de Hb obtidos nas fases iaitiedl do periodo de replecédo. O valor
biolégico relativo ao ganho de hemoglobina (RBV GHb) folido pela expressédo descrita
abaixo:

RBV GHb = Ganho Hb de cada animal

Média do GHb do grupo controle

GHb = Hb (g dL) fna - Hb (g dLY) inicia

5.5.4 Concentracao de ferro da hemoglobina

A concentracao de ferro na hemoglobina, inicial e fileakalculada utilizando-se a

seguinte formula:

Hb-Fe (mg)= [peso corporal (g) x Hb (g/L) x 6,7 x 0,335] /10.000

Onde:Hb-Fe: ferro hemoglobinico, Hb: concentracdo de hemoglobina

5.5.5 Ferro consumido

O teor de ferro consumido foi calculado utilizando a segtimteula:
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Fe consumido (mg) = total dieta consumida x quantidade da Bieta (mg)
100

5.5.6 Eficiéncia de regeneracdo de hemoglobina e valor biolégico relativo

A eficiéncia de regeneracao de hemoglobina (HRE) e o baltirgico da eficiéncia
de regeneracao de hemoglobina (RBV HRE) foram calculadzsintio as formulas abaixo

descritas, respectivamente:

HRE = mg Hb-Fgn,— mg Hb-Feica

mg Fe consumido

RBV ure - HRE de cada animal
Média de HRE do Controle

Onde: Hb-Fe: Ferro hemoglobinico

5.5.7 Biodisponibilidade de ferro

A biodisponibilidade aparente de ferro foi calculada corsit-se o RBV HRE do

grupo controle como 100%.

5.5.8 Contagem de reticuldcitos

Para contagem de reticuldcitos foi utilizado o métogegmizado por Zago, Falcédo e
Pasquini (2005).
Trata-se da contagem percentual ou absoluta (pot) men eritrécito jovem, cujo

estagio de maturagdo antecede a hemacia anucleadaicO®cibs, como sdo chamados,
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contém restos de RNA que estdo presentes em grande quamioladéoplasma dos
precursores nucleado&sse material possui a propriedade de reagir perante centastes,
como o azul cresil brilhante ou o azul de metileno, & um precipitado azulado
granuloso ou filamentoso. Para a contagem de reticodofiram coletados 8L de sangue
em frasco contendo EDTA. Em seguida foi adicionadori,5do contetdo em tubo de
hemolise com 0,5mL de azul cresil brilhante. O tubo de hemodlise foi sulwfoetia
temperatura de 37 °C em banho-maria durante 15 minutos, sqmuid@mmogeneizacgao,
esfregaco e focalizacdo com objetiva de imersédo oculdOdee objetiva de imersao de
100X. Foram contabilizadas no minimo 1000 hemacias e registnagimero de reticuldcitos
encontrados nesses campos. O resultado foi expresso eentagem, considerando os

valores normais variando entre 0,5 e 2,3 %.

5.5.9 Andlise do pH cecal e de acidos graxos de cadeia curta

O pH do conteudo cecal foi avaliadio situ por insercdo de um eletto (Schooitt,
Handylab 1, Germanyatravés da juncao ileo-cecal segundo, Letbal. (2007)

Para a determinacdo do conteudo de acidos graxos de cadaidASBCC), acido
acético, propiénico e butirico, utilizou-se a metod@odgscrita por Smiricky-Tjardest al.
(2003). A andlise foi realizada em Cromatégrafo Liquido de Alf@iéncia (CLAE
(Shimadzu Scientific Instruments Inc., Kyoto, Japan), lenSPD-10A VP, coluna
cromatografica SHIMADZU &, 30 cm x 4,5 mm, acoplado ao detector ultravioleta (A%).
condicbes cromatograficas foram as seguintae Mmovel constituida por agua ultrapura
(MILI-Q) em 1% de &cido ortofosférico; Injecdo de 20 pLlyxe de 1,0 mL/minuto e
pressdo 138 kgf. Os cromatogramas foram obtidos a 210 nm.

Foi utilizada amostra do contetdo cecal (500 mg) adidora 500uL de é&cido
metafosférico a 25% e mantida em repouso por 30 minutoemperatura ambiente. Apos
esse periodo, as amostras foram centrifugadas em nnitnifuigga refrigerada (Hitachi
modelo CT15RE) a 16.0af) por 30 minutos. O sobrenadante foi novamente centrifugado
20 minutos, nas mesmas condi¢cdes Depois foi coletaddizadda para determinacdo da
concentracdo dos AGCC. A identificacdo dos compostoteita por meio da comparacao

dos tempos de retencao obtidos para os padrdes (Sigmah®&Id8t. Louis, MO, USA, Free
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Acid Mix, cédigo 46975). As amostras foram analisadas somemmas condicdes, e a
quantificacdo por meio das curvas de padrao externo, calastqpéla injecdo, em duplicata,
de concentracdes crescentes das solu¢des padréo, vagapdctivamente nos intervalos de
500 a 2500 ppm, 2000 a 8000 ppm e 50 a 300 ppm para os &cidos acéficmm b
propidnico. A correlagéo linear foi feita entre as ar@as picos e as concentragdes injetadas
de cada acido graxo.

A quantificacdo dos &cidos das amostras foi realizadaypeaanaliticas e equacdes
de regresséao para acido acético (y = 577,01x + 10539; R2 = 0,997)nicodly = 656,23%
38691; R2 = 0,9978) e butirico (y = 585,36x + 1651; R2 = 0,9987). A conc&ntregl nas
amostras foi calculada baseada nas diluicOes readizada

5.5.10 Andlises Estatisticas

Os dados foram expressos em meédia + desvio-padrdo. No peldodeplecdo os
valores de concentracdo de hemoglobina e ferro ligadonaghebina entre os dias 0 e 14
foram comparados por meio do teste t pareado. Para codpatas médias entre oS grupos
foi realizada analise de variancia (ANOVA) e, em caso ifiereshca significativa, foi
realizado test@os hocde Dunnett apresentando como testemunha o grupo sulfedsofe
(Controle). O teste de Duncan foi realizado a fim de compargrupos experimentais entre
si. As variaveis peso corporal inicial e final, ganho deopescoeficiente de eficiéncia
alimentar foram ajustadas pelo consumo alimentar, enquamnientracdo de hemoglobina
inicial e final, ganho de hemoglobina e ferro ligado a heatmgh inicial e final foram
corrigidos pelo ferro ingerido. Foi utilizado software Sistema para Analises Estatisticas
(SAEG), versao 9.1, considerando um nivel de significancia depb?4(05).

5.5.11 Aspectos Eticos

O ensaio biolégico com animais foi realizado apds aprovdg®rojeto pelo Comité
de Etica em Pesquisa com animais da Universidade Fedafmiada, sob o registro 45/2011
(ANEXO A).
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5.6 Estudo do efeito do consumo dema mistura de cereais, sementes e grios (“Racao
Humana”) no peso,na composicao corporal, na salude 6ssea, no controle da saciedade e

no estado nutricional dos minerais ferro e zinco de mulheres comaeesso de peso

5.6.1 Selecéo amostral

O estudo foi conduzido com mulheres cadastradas nadgsarde Salude da Familia
(ESF) do bairro Silvestre no municipio de Vices®dG. O trabalho foi realizado mediante
um convénio entre ®NS e a ESF, onde exiatum projeto de extensédo por meio do qual,
estudantes do curso de nutricdo, sob orientacdo de prefesso DNS, realizam
atendimentos nutricionais a comunidade cadastrada naaEf&#ftir de encaminhamentos
médicos e/ou livre demanda.

Vigosa € uma cidade esta localizada na Zona da Mataira, apresenta area de
299,42 ki e populacdo de 72.786 habitantes (INSTITITO BRASILEIRO DE GEOGRAFI
E ESTATISTICA, 2011). A ESF trata de um projeto dinamizadoidtema Unico de Salde
(SUS), de carater publico aberto a populacdo que necesditdizbr o0 sistema de saulde,
caracterizado pela assisténcia primaria a comunidads. &d&s sao realizadas em ambito
individual e/ou coletivo, e abrangem a promocao e protesadade.

O calculo do tamanho amostral foi realizado segundo pipos Mera, Thompson
e Prasackt al (1998) baseando-se em uma alteracdo do peso corporal de 6¢%vie
padrdo de 4,63 kg desejado para a amostra, considerando unesgiadistico de 95%, de
acordo com o estudo de Alissenal (2003)

O n minimo necessario foi calculado em 20 voluntarias. @mto recrutamento foi
feito baseado em um namero aproximado de trinta volastadie modo a prever as perdas
durante o estudo.

A selecdo da amostra foi realizada inicialmente camdlio dos agentes de saude
comunitaria da ESF Silvestre e do banco de dados previamdstente dos atendimentos
nutricionais realizados no local. Inicialmente foi real@auma pré-selecdo, onde foram
selecionados os prontuarios de pacientes que atendiaonitéoiss de selecao iniciais, sexo
feminino, IMC maior que 25 e menor que 34,9 Kgéridade entre 24 e 45 anos. Setenta e

seis mulheres foram selecionadas
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A partir de entdo, foi realizado o contato teleféniooncas possiveis participantes
convidando-as a comparecer a sede da ESF para a realizagéna triagem. Nesta ocasido,
foram aferidos os dados antropométricos a fim de posaitdlicalculo do IMC e confirmar a
presenca de sobrepeso ou obesidade grau I. Foram investgatiaas condi¢cdes de saide
doenca, uso de medicamentos, utilizacdo de métodos paralealo peso corporal (dietas
restritivas, uso de inibidores de apetite), de modo a exgestantes, lactantes, mulheres na
menopausa, que foram submatid retirada do Utero, que usavam antiinflamatérios, que
apresentavam alergia ou intolerancia a algum ingredenfgoduto, que eram etilistas e/ou
tabagistas, que estavam fazendo uso de medicamentmipaya@o de apetite, antidepressivos
ou que quaisquer que interferisse no metabolismo mineral @sesfonatos, anabolizantes,
calcitonina, fluor, terapia de reposicdo hormonal, andragéncélcio, vitamina D, diuréticos
tiazidicos e estatinas), mulheres com relato de ¢oadiou doencas associadas a alteracdo da
massa 0ssea, como doenca renal (litiase, insufiai@anal cronica), doenca gastrointestinal
(doenca celiaca, hepatopatia crénica, sindrome de migabsgastrectomia ou colectomia),
histérico de doenca enddcrina (hiperparatireoidismo, topehipotireoidismo), fraturas nos
ultimos seis meses e que tinham apresentado imobilizagdempo superior a dois meses.
Também foram néo participaram do estudo aquelas mulhereppsentaram oscilacoes de
peso corporal maior que 5% nos udltimos dois meses, delcaoom estudo de Malat
al.(2010).

Além da idade, sexo e IMC, os demais critérios de inclém@&m: habito de realizar
o desjejum utilizando produto lacteo e auséncia da interp&aterar o padrao de atividade

fisica, durante o periodo do estudo.

5.6.2 Desenho experimental

Trata-se de um estudo prospectivo, randomizado eressover Foram formados
dois grupos de voluntérias, de forma aleatéria. As partitggaforam submetidas a dois
diferentes tratamentos, em ordens diferentes, de faleadoria: 15% de restricido energética
associada ao consumo dbake placebo (tratamentdRC) seguida de 15% de restricdo
energética associada ao consumasltike testétratamento MC) no desjejum, ou vice-versa.

O estudo foi dividido em dois periodos, A e B com duragdosgtanas cada. O grupo 1 foi
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submetido ao tratamento RC no periodo A enquanto o grumpdici@ui o estudo com o
tratamento MC. Apos o periodo de 1 semanavashout no periodo B, houve uma inversao
na ordem dos tratamentos, ou seja, as voluntarias do grppssaram a receber o tratamento

MC e o grupo 2, tratamento MC, como mostrado na Figura 2.

[ Periodo de Intervengio J

L ) ) A : A
T . Y g

1 semanc Gl G2 1 semana Gl G2
Tratamento Placebo Tratamento Teste Tratamento Teste Tratamento Placebo
n=_11 n=11 n=11 n=11
(Sobesidade (3 obesidade (5 obesidade (3 obesidade
6 sobrepeso) 8 sobrepeso) 6 sobrepeso) 8 sobrepeso)
1 ) |
Y - 2
- 58 g
5 semanas D Eemanas

Figura 2- Desenho experimental do estudo. Grupo 1: ordem dedrdtaRlacebo - Teste;

Grupo 2: ordem de tratamento Teste - Placebo.

Durante o periodo dbaselinetodas as caracteristicas da amostra foram avaliadas,
sendo as voluntarias submetidas a avaliacdo da antromgnm@esséo arterial, nivel de
atividade fisica, composicdo corporal, ingestdo alimdmhitual e dados bioquimicos. Todos
esses parametros foram reavaliados ao final do periofimafdo washoute final do periodo
B. Durante os periodos A e B, foram realizadas avaliagdg®pométricas, do consumo
alimentar, da pressédo arterial e do nivel de atividadeafs cada 15 dias durante as 5

sémanas.
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5.6.3 Restricao energética

Durante o baseling foram obtidas informacdes sobre a ingestdo habitual de
alimentos das voluntarias por meio da aal@ode um questionario de frequéncia alimentar
guantitativo. Assim, foi possivel obter informacdes sobrgualidade e quantidade dos
alimentos que faziam parte da dieta habitual das volunt@iasnsumo de macronutrientes,
fibras e minerais foi avaliado utilizandosoftwareDietPro® versédo 5i. Foi feito o calculo da
Necessidade Estimada de Energia (EER) utilizandonautérpara mulheres com sobre peso e
obesidade. A partir de entdo, foi realizada restricdayétiea de 15%, aplicada em um plano
alimentar desenvolvido para cada uma das voluntérias, eegpeios habitos, preferéncias

restricbes alimentares.

5.6.4 Oferta da mistura de cereais, sementes e graos

A mistura de cereais sementes e graos foi distribuidelastarias semanalmente
em embalagens individuais para o consumo diario. FoiaddiZeite em p6 na preparacao do
shake e a quantidade de agua utilizada para realizar a rec@asii{tl50mL) foi medida em
copo medidor padronizado, distribuido a cada voluntarianicimido estudo. As voluntarias
foram orientadas a consumir todo o conteudsldike contudo, caso contrario, o volume néo
ingerido deveria ser registrado e informado as pesquisaddaasmesma forma, caso em

algum dia da semana ndo houvesse o consursbak® o mesmo deveria ser devolvido.

5.6.4.1 Preparo doshakes

Todos os ingredientes para preparo doakesforam adquiridos no comércio de
Vicosa, MG, de um mesmo lote de produto e em quantidade teadentodo o periodo do

estudo.
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Foram preparadas quatro variedadessthakes?2 contendo o MCshaketeste) de
sabor morango ou chocolate e 2 que ndo apresentavanaM@nposicaoshakeplacebo)e
dos mesmos sabores. Cada por¢castikeplacebo foi composta de leite em pd desnatado
(15 g), goma xantana (0,3 g), chocolate 50% cacau em ) 60 achocolatado sabor
morango (10 g). A porcao dghaketeste, por sua vez, apresentou a mesma composi¢do do
placebo, contudo foi adicionado de 20 g ME. No preparo doshakesa pesagem dos
ingredientes foi realizada por porgao. Os ingredientes fgasados individualmente e
homogeneizados. Logo apds foram acondicionados em egabalalasticas, seladas e
armazenados em geladeira (4 °C) até o momento de trangodeserem entregues as

voluntéarias.

5.6.5 Avaliagdo antropomeétrica, presséo arterial e nivel de atividade fisica

A avaliacdo antropométrica e da pressao arterial &izemla a cada consulta, com
intervalo de 15 dias.

O peso corporal foi aferido em balanca digital (Lider BalaB;P150m, Aracatuba,
SP, Brasil), com capacidade para 150 kg e precisdo de 50 g. As&ids se apresentaram
fazendo uso de roupas leves e no momento da afericdo e gstatura se apresentavam
descalcas. Para afericdo do peso, as voluntarias foraicionadas no centro da plataforma
da balanca, em posicdo ereta, com os bracos esteratidosgo do corpo e olhar fixo no
horizonteA estatura foi avaliada utilizando antropdmetro vertiteaplataforma (Alturexata®,
Belo Horizonte, MG, Brasil) com escala de 0,1 cm eresée de 2 metros. As participantes
ficaram em posicéo ereta, bracos estendidos ao lomgorgo, pés unidos e descalcas (DE
ONIS e HABICHT, 1996). O IMC foi calculado dividindo o peso (kg)ap&ltura (m) ao
guadrado, sendo classificado de acordo com os pontos de oectmipados pela OMS
(2000).

O perimetro da cintura foi aferido na cicatriz umbilicadm a voluntaria de pé,
durante a expiracdo normal, utilizando-se fita métnedastica. Para a classificacdo foram
utilizados os pontos de corte da OMS (1998) que categoriza @adesabdominal em

mulheres de acordo com os niveis | (CCnl) com valore80da 88 cm e Il (CCnll) com
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valores > 88 cm. Valores inferiores a 8®h foram considerados como adiposidade
abdominal adequada (ALBEREL al, 2009).

A pressao arterial foi aferida com a voluntaria s#etapos repouso de no minimo
cinco minutos. As participantes foram orientadas a ngerimbebidas contendo cafeina nos
30 minutos que antecediam a avaliacdo. A pressao arterséfaa em aparelho de presséo
digital automatico (G. Tech, Linha Master, Brasil)amigecido pela Sociedade Brasileira de
Hipertensdo. Foram realizadas trés medidas e utilizac&dia entre os valores. Quando
encontrados valores maiores que 4 mmHg foram realizadas noedidas até que fosse
obtidas medidas com diferengcas inferiores (SOCIEDADE BRBERRA DE
HIPERTENSAO, 2010).

O nivel de atividade fisica foi avaliado ao inicio e durarde twestudo para verificar
a ocorréncia de fatores que poderiam interferir naviebgdo nutricional. Dessa forma, o
nivel habitual de atividade fisica foi avaliado por meio dacapdio do Questionario
Internacional de Nivel de Atividade Fisica (IPAQ), ver&agroposto pela OMS (1998),
validado em portugués por Renato Pareiral (2001) (ANEXO F).

5.6.6 Composicao corporal e densitometria 0ssea

A avaliacdo da composicdo corporal e da densitometreadss realizada por meio
do método de absormetria radiolégica de dupla energiXADEGE Healthcare®, Lunar
Prodigy Advance, United Kingdom). Para garantir a precisé@ exatiddo das medidas
realizadas pelo equipamento utilizado, foram realizadadilzracdo e o controle de qualidade
diario e semanal, por meio ghantomde agua e padréo de hidroxiapatita, respectivamente, e
nenhum erro significativo foi encontrado. O exame failizado por técnico habilitado e
treinado, na Divisdo de Saude da Universidade Federal de Vi&asa. permitir a
reconstrucdo da imagem e dos tecidos subjacentes, faaddilsoftware especializado
(enCore, GELunar's software plataformversdo 13.31), permitindo a quantificacdo do
contetdo mineral 6sseo, da massa gordurosa total e daiseasaale gordura.

O exame foi realizado com a voluntaria deitada em decdbitsal sobre uma mesa
em gue a fonte e o detector foram passados ao longo doamrpuma velocidade de 1 cm/s.

Foi respeitado o ciclo menstrual das voluntarias de moduitar a realizacdo do exame
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durante este periodo, impedindo que uma maior retencaocahiickerferisse nos valores dos
componentes corporais na avaliagdo. Para a realizdgaexame, foi solicitado que a
voluntaria se apresentasse descalca e utilizando apenasemal, sem qualquer material
metélico, como anéis, brincos, colares e prétese rienfavoluntaria ainda no momento do
exame se apresentava em jejum e com a bexiga esvaziada

Para a densitometria 6ssea foi calculado o escore2lago a individuos da mesma
idade, sexo, peso e etnia. Foram considerados valoresis@queles que se encontravam
entre os limites: 2 DP < e > - 2DP de acordo com o Conserasileddo de Osteoporose
(PINTO NETOet al, 2002) Quanto a composicao corporal foi considerado risco quando a

proporcao de gordura corporal foi maior que 32% de acordo comdrofir92).

5.6.7 Avaliacdo dos parametros bioquimicos

Os exames bioquimicos foram realizadus Laboratorio de Analises Clinicas da
Divisio de Saude (LAC/DSA) da UFV, ou terceirizados ao Labdoa Alvaro
(Cascavel/PR), para os parametros nao realizados no L&48C/Eoram ainda feitas analises
no Laboratorio de Analises Clinicas do Departamento deddatre Saude LAC/DNS da
UFV.

As voluntarias compareceram ao laboratério em jejum dee dwras e foram
submetidas a coleta sanguinea a vacuo, respeitando os petadotados pelo laboratorio.
Foram coletados 1B1L de sangue, fracionados em tubos de heparina, EDTA e sombegel
acordo com a necessidade do parametro bioquimico a seadoali

Com excecao do tubo destinado a dosagem do hemograma, apésmalo material,
os tubos foram centrifugados por 20 minutos, a 3500 rpm, pACfuncionério proprio e
destinados as respectivas andlises. Para o hemograma,oofaiutautomatizamente
homogeneizado e destinado a analise no LAC/DSA. As analsefosfatase alcalina
especifica 6ssea (FAEO), interligadores C-terminaisodigeno tipo | (CTx)paratormdnio
(PTH) e ferritina foram realizadas no Laboratorio Atvd€ascavel/PR), mediante parceria
com o LAC/DSA. ApGs a centrifugacdo e coleta do plasmaara, estes matergaforam
imediatamente congelados e armazenados a temperatura € -28 o0 momento do

transporte aéreo para o laboratério credenciado. Paraliacdo dos parametros analisados
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no LAC/DNS (célcio sérico, célcio ibnico, fésforo sériemco plasméatico e eritrocitario) o
material foi centrifugado no préprio LAC/DAS. Contudopspessa etapa, foram separadas
aliquotas de plasma, soro ou papa de eritrocitosmrandorfdevidamente identificado com

0 codigo de cada voluntaria e andlise a ser realizadaeghir, oseppendorfsforam
imediatamente imergidos em gelo e logo apds, armazeramwosiltra-freezer (Thermo
Scientific®, Forma 900 series,USA) a temperatura d€C884é o momento das analises.

O marcador de formacgdo 6ssea, FAEO, foi mensurado ageomeio de método de
guimioluminescéncia (Roche Diagnosticd@odular, Germany)Foram usados os valores de
referéncia de 3 a 19 pg/L, para mulheres na pré-menopausa Rarcador CTx, 0 método
empregado foi eletroquimioluminométrico (Roche Diagne&ticModular, Germany), e 0s
valores de referéncia adotados para sexo e faixa esp@ificos da amostra estudada foram
entre 0,025 a 0,573 ngL. Os valores de calcio sérico, calcio ibnico e fésfarnace foram
mensurados por meio dos métodos colorimétrico de ponto finalgddcio e UV de ponto
final para fosforo. Todos os parametros foram dosadoseio de kits comerciais (Bioclin®
Brasil) emanalisador automatico para quimica clinica (MindraB® 200, China), calibrado
com reagente para testes analiticos em metodologiasatitadas e padrdoes de nivel normal
e patolégico. Para a avaliagcdo do célcio idnico, &essario dosagem do teor sérico de
proteinas totais e albumina, analisadas a partir de kiterc@is (Bioclin®, Brasil), para
encontrar a concentracdo de calcio ibnico por meicedairste expressédo, onde Ca = calcio

sérico (mg/dL), P = proteinas totais (g/dl) e A= albumina (g/dL

Célcio lonizado (mg/dL) = {[(6 x Ca)} (0,19x P)/3) + A)] / (0,19 x P) + A + 6}

Os valores de referéncia utilizados para calcio sér@ojocidnico e fésforo sérico
foram respectivamente, 8,8 a 11 mg/dL; 4,6 a 5,4 mg/dL; 2,5 a 5,6 hugdicordo com o
kit utilizado para as analises (Bioclin®, Belo Horizom;, Brasil).

Para os parametros que contemplaram a avaliacdo dio esttxicional referente ao
ferro, foram realizadas as seguintes analises: hemogameto de série vermelha, em que
foram analisados hemoglobina, heméacias, hematdcritameokorpuscular médio (VCM)
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de diefvioa corpuscular média
(CHCM), ferritina e ferro sérico. O ferro sérico foi analisguw meio de método de Goodwin
por meio de kit comercial (Bioclin®, Belo Horizonte, MBxasil) e apresenta como valor de

referéncia 50 a 150 pg/dL. O hemograma foi analisado por mémdmpedancia elétrica
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(Beckman Couter®Couter T890, USA) e seus componentes apresentam como delor
referéncia: hemaceas, 4 a 5,2 milhdes/ mm3; hemoglobinal&yalL; hematdcrito, 36 a
46%; VCM, 80 a 100 fl;, HCM, 26 a 34 pg; CHCM, 31 a 37%. Ferritingd@ntificada pelo
método de quimioluminescéncia (Siemen€®ntaur, USA) e apresenta valor de referéncia
entre 15 e 150 ngilL.

Em relagdo a avaliacdo do estado nutricional referaoteinco, foram realizadas
andlises de zinco eritrocitario e zinco plasmatico rpeio de espectrometria de absor¢éo
atdbmica, segundo o método proposto por Whitehetiaé (1982). Foram coletadosmL de
sangue em tubo contendo heparina, e apds centrifugado, @pEistuletado e armazenado
a-80 °C até o momento das andlises. A papa de eritrdoit@slicionado ImL de solucéo
salina, em seguida agitado cuidadosamente por invers@&otefugado a 1000 g, a 4 °C,
durante 10 minutos. O sobrenadante foi separado e descatitadmdo pipeta de Pasteur.
Esse procedimento foi repetido trés vezes. Ao final assaa® foram armazenadas a
temperatura de -80 °C até o momento das analises.

Para a analise do zinco eritrocitario e plasmatiaadas vidrarias, ponteiras, pipetas
e eppendorfsutilizados foram desmineralizados em solucdo de acideailt@% durante
doze horas, lavados em agua deionizada e secos em estu@rculacao de ar (Marconj®
modelo MA 035, Piracicaba, Brasil).

Para analise do zinco eritrocitario, as amostrasrfa@scongeladas, foi pipetado 0,2
mL da papa de eritrocito, transferido pempendorfe adicionado 0,&L de agua deionizada
(diluicdo 1:4), obtendo-se o lisado 1. Em seguida, foi pipethmd®,4 mL do lisado 1
transferido para tubo de ensaio e acrescentaduk de agua deionizada (diluicdo 1:10) e
agitado emvortex durante 1 minuto. Foi feita leitura das amostras em equiganske
espectrometria de absorcdo atdbmica (GBC 908 AA spectrophotpmet®epartamento de
Solos da UFV, nas seguintes condi¢des para zinco: 213,9 nomgeimento de onda, fenda
0,7, ar acetileno. O limite minimo de deteccéo foi 1,0 pug/lcudva padrao foi realizada
utilizando padrao de zinco, 1000 ppm (VETEC Quimica Fina®, Rio derdafR, Brasil
nas concentracdes 0,012, 0,024, 0,048, 0,072, 0,12 e 0,24 ppm. [@slossioram expressos
por g de hemoglobina. Para tal expresséao, foi dosado aedoemoglobina do lisado 1 por
meio do método cianometahemoglobina utilizando kit coiae(Bioclin®, Belo Horizonte,
MG, Brasi). O intervalo de referéncia parainco eritrocitario € 40-44 pg zincolg
hemoglobina (GIBSON, 1990).
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Para a andlise de zinco plasmatico, as amostras forscordgelas, foi pipetado em
tubo de ensaio 0,;L do plasma, adicionadosrBL de &gua deionizada (diluicdo 1:10) e
agitado emvortex durante 1 minuto. Logo apés foi realizada leitura em equptonde
espectrometria de absorgdo atOmica sob as mesmas @mdigiizadas para zinco
eritrocitario. O intervalo de referéncia é 70-110mig{GUTHIERIE, 1994).

5.6.8 Escala de Analogia Visual

A Escala de Analogia Visual (VAS) foi utilizada para mensasasensacoes de fome,
saciedade e desejo de comer mais (FLINT RA, BLUNDELL B&RUP A, 2000)Trata-se
de uma escala de 100 mm em que a voluntaria deveria fazeagonvertical no ponto da
escala que melhor refletia sua sensacdo no momento/adiacdo (ANEXO G). Cada
participante do estudo foi orientada a responder ao quesiion@d dia agendado,
imediatamente antes da ingestacstakee 30, 60 e 120 minutos apos seu consumo. O ponto
em que havia a marcacado da voluntéaria foi medido cgomarpadrao de 100 mm e os dados
tabulados para posterior analise do comportamento dsacées antes e até duas horas apés
o consumo daehake(RABEN, TAGLIABUE e ASTRUP, 1995).

5.6.9 Analise dos dados de consumo alimentar

O consumo alimentar habitual foi avaliado no periodobdseline por meio de
aplicacdo de questionario de frequéncia alimentar desaedwaglor Furlan-Viebig e Pastor-
Valero (2004) exclusivamente para o estudo da relacdo @etee e doencas cronicas nao
transmissiveis (ANEXO H).

No decorrer do estudo, os dados de consumo alimentar farletados a partir de
registro alimentar de trés dias, em dias alternadodpsswis dias durante a semana e um dia
durante o final de semana. Os registros foram realizatosemanas 1, 3 e 5 de cada periodo

de intervencéo, além da semanan@shout
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Para identificar e avaliar o padrdo do consumo alimetdarvoluntarias durante o
estudo foi realizado o célculo do indice de Qualidade d@BiRevisado (IQD-R), proposto
por Previdelliet al (2011) O célculo desse indice deve ser feito considerando um
recordatorio de 24 horas, de acordo com os autd@epresente estudo, esse célculo foi feito
considerando o primeiro dia do registro de 72 h para cadatéok. O calculo do valor
nutritivo dos alimentos foi realizado utilizandsaftwareDietPro®, versao 5.1.

Para os alimentos dos quais nédo foi possivel extrairniafodes de gordurdsans
poliinsaturada e monoinsaturada, foi primeiramente realimatapadronizacdo do alimento
levando em consideracéo a disponibilidade de informac¢Oesion#is nas embalagens, e em
seguida foram utilizadas as informac¢es nutricionais digpisnem roétulos. No caso de
bebidas alcodlicas, foi padronizado o teor alcodlico fpcacada bebida que se encontrava
nos registros alimentares. No caso das preparacoesasasstas foram padronizadas de
acordo com receitas (PINHEIR@t al, 2001) e desmembradas em seus respectivos
ingredientes, de modo a classificar os alimentos conmpesi@as preparacdes, segundo 0s
grupos da piramide alimentar, conforme proposto por Getlay (2006).

5.6.9.1 Caélculo do indice de Qualidade da Dieta

O indice de qualidade de dieta foi calculado a partir do mépydposto por
Previdelliet al (2011), que recentemente, apresentaram uma nova propastanplise da
qualidade da dieta, denominada indice de Qualidade da Dieta dRe(i€D-R). Esse indice
€ obtido a partir de uma pontuacéo distribuida em 12 caenpeside uma dieta saudavel, dos
guais nove sdo grupos alimentares (frutas totais; frutagramge vegetais totais; vegetais
verde-escuro e alaranjados e leguminosas; cereais tBg]|s integrais; leite e derivados;
carnes, ovos e leguminosas; e 0leos), dois sdo negi@rdura saturada e sédio) e o ultimo
representa a soma do valor energético da ingestdo deasddida, alcool e acucar de adicao
(Gord_AA).

Para os componentes baseados nos alimentos perteramesitgaupos alimentares,
foi definido o nUmero de porcdes diarias recomendadoqgaala 1.000 kcal. Para a ingestéao
maior ou igual as porcdes recomendadas, atribui-se a gaotu@xima, cinco ou 10 pontos

e zero para auséncia do consumo. Para o consumo idiérimea pontuacao foi calculada
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proporcionalmente. Em relacdo as leguminosas, o IQD-Riuno método proposto por
Guenther Reedy e Krebs-Smith (2008egundo o qual, caso haja excedentes de leguminosas
no grupo “Carne, ovos ¢ leguminosas”, o valor energético de leguminosas ¢ computado
simultaneamente nos grupos “Vegetais Verde-Escuro e Alarajados ¢ Leguminosas” e
“Vegetais Totais”. O componente 6leo inclui as gorduras mono e poliinsaturadas, 6leo das
oleaginosas e gordura de peixe.

Para os componentes baseados na ingestdo de nutdepteguacao é realizada de
forma distinta para os cqgmnentes “S6dio” e “Gordura Saturada”. Para o primeiro, o calculo
da pontuacéo é feita considerando o consumo energétk0@tkcal, de acordo com o Guia
Alimentar 2006 (BRASIL - MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Dessa formapontuac&o
méaxima (dez) é conferida para o consumo de 1,5 g/2000 kcal, ou, /A0 c¢cal. A
pontuacdo minima (zero) € conferida para um consumo de 2 g/I0M®mK superior. A
pontuacdo intermediaria foi baseada no consumo de 1 g/1000 Hwa relacdo ao
componente gordura saturada, a pontuacdo maxima (dez) foiidardengestao de gordura
saturada de modo a atingir 7% do valor energético total (V&T)inferior. A pontuacéo
minima foi atribuida para ingestéo igual ou superior a 15%Eb calculado e a pontuacéo
intermediaria a ingestao de 10% do VET.

Quanto ao componente Gord_AA, tram-do valor energético proveniente da
ingestao de gordura sdlida, saturadeasas, alcool e acucar de adicdo. A pontuacdo maxima
(vinte) e minima (zero) foi calculada baseada no coosienilO e 35% do VET.

A Tabela 2 mostra a distribuicdo da pontuacao e das palgd@D-R.
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Tabela 2- Distribuicdo da pontuacéo e das por¢des do indice de Quatidddieta Revisado

Pontuagéo (pontos)

Componente

0 5 10 20
Frutas totais 0 «—» 1 porg¢éao/1000 kcal
Frutas integrais 0 «— 0,5 porgéao/1000dal
Vegetais totais 0 «— 1 porg¢éao/1000 kcal
Vegetais verde-escuro e 0 «— 0,5 por¢&o/1000dal
alaranjados e leguminosas
Cereais totais 0 «——» 2 por¢des/1000 kcal
Cereais integrais 0 «—» 1 por¢éo/1000 kcal
Leite e derivados 0 < » 1,5 porcdo/1000ckl
Carnes, ovos e leguminosas 0 « » 1 porcéo/1000dal
Oleos 0 < » 0,5 por¢&o/1000ckl
Gordura saturada >15 «—» 10 «—» 7% VET
Sédio >2 4—» 1 «—» <0,75/1000 kcal
Gord_AA >35 4 » < 10% VET

Referencia: Previdell, 2011, p.797.

VET: Valor energético total; GORD_AA: Calorias provemties de gordura sélida, alcool e adi¢do de acgucar.

O calculo do IQD-R foi realizado utilizando-seaftwareStata, versao 10.0, a partir
da programacao gentilmente disponibilizada pelos autores. épculo, os individuos
foram classificados em trés diferentes categoriasnida pela distribuicdo dos escores
utilizados por Godot al. (2006) baseado no trabalho de Bownedral (1998), em que o
escore total dos individuos foi dividido em trés catego@édsixo de 51 pontos dieta
inadequada; entre 51 e 80 pontoslieta que necessita de modificacdes; e superior a 80

pontos- dieta saudavel.

5.6.10 Analises Estatisticas

Todas as variaveis continuas foram analisadas quamtonalidade por meio do teste
de Skewness/Kurtosis. Para aquelas variaveis com digfiiomormal, os resultados foram
expresse como média + desvio padrdo e para aquelas que nao apresedtisirdbuicdo
normal, os resultados foram expressos como medianarealo interquartil (P25% e P75%).
Os dados demograficos da amostra participante do estudo éoralisados por meio de

estatistica descritivéh comparagdo da composi¢ao quimica dos produtos utilizadosuatm est
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foi feita utilizando o teste de Tukey. Para o componenta fimentar e fragdes, nao foi
possivel realizar teste estatistico, uma vez que nao mepgdcdo do método. Para analisar
as diferencas entre as médias dos tratamentos edigsnaas mudancas nas variaveis do
estudo foi utilizado o testede Student para variaveis paramétricas ou seu correspgndent
Mann Whitneypara dados ndo paramétricos conforme recomendado psedill (2009).

Os testes foram realizados para os valores das variaweperiodo ddaselinee
endpoint além da diferenca entre os dois periodos. A coéelde Pearson foi utilizada para
analisar a associacdo das mudancas dos parametros antr@osmé bioquimicos ou
dietéticos, quando dados apresentaram distribuicdo nd@uahdo dados ndo paramétricos,
foi utilizada a correlacdo de Spearman. Para andlisedddss referentes as sensacfes
relacionadas a saciedade, foi calculada a area abaizarda (AUC) por meio do método
trapezoidal para avaliar as sensacdes de fome, saciedb®jo de comer mais em relacao
ao baseling onde a aplicacdo do método foi realizada da mesma ,f@oném sem ingestao
do shake Os dados foram analisados por meio da analise de vardmanedidas repetidas
(ANOVA — RM) verificando o efeito independente das variavewursgarias tratamento e
tempo sobre a variavel principal, AUC e efeito da infvagntre tratamento x tempo sobre a
AUC.

Os dados foram analisados utilizandsoftwareStata versao 10.0, adotando nivel de
significancia de 95%R<0,05).

5.6.11 Aspectos Eticos

O estudo clinico foi realizado ap6s aprovacdo do prajeto Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de,\dobso registro 009/2011
(ANEXO B). O desenvolvimento do projeto ainda foi autorizada ge&lcretaria de Saude da
Prefeitura Municipal de Vigcosa (ANEXO)C

Todas as voluntarias foram informadas a respeito dgsivios da pesquisa e sigilo
dos dados. Ainda foram esclarecidas de que nado haveria nemdmneficio financeiro.
Conduto as participantes receberam acompanhamento nwri@ometorno quanto aos
resultados de todas as avaliacGes realizadas. Foi ailadmado a cada voluntaria que as

mesmas poderiam recusar-se a participar ou retirar s@@manento em qualquer fase da
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pesquisa sem penalizacdo alguma. A pesquisa somenigifmia apds prévio consentimento
do individuo, por meio da assinatura do Consentimento Ligdakecido (ANEXO D
segundo as Diretrizes Regulamentadoras de Pesquisa EmmhgBres Humanos, do
Conselho Nacional de Saude- Ministério da Saude (1997).
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Abstract

Iron bioavailability was evaluated in three mixtures ofeeds, seedand grains (“Human
Ration”): light (LCM), regular (RMC) and homemade (HMC) in rateeTanimals received a
depletion diet for 21 days, following a repletion diet teiming 12 mg.kg Fe for 14 days.
The hemoglobin regeneration efficiency (HRE) and téktive biological (RBV) did not
differ among LCM and control (CG) groups. Iron bioavailapiif LCM and CG was 99.99 +
27.62 and 80.02 * 36.63, respectively, while RMC and HMC showed Ibiverailability,
50.12 £+ 35.53 and 66.66 = 15.44, respectively. The high content mhté202.81 + 19.53
mg-100") in RMC diet may have contributed to its low iron bioiadaility. The higher intake
of soluble fiber of the animals fed LMC (21.15 £ 0.92 g) elated (r= 0.5712P= 0.0018)
with the concentration of propionate in the caecdk 1§65.49 + 11.08 umol/g). The short
chain fatty acids produced by soluble fiber fermentatiosp@ated with the low-content of
tannin may have improved iron solubility and absorptionMCLdiet. Iron bioavailability of

LMC diet was comparabl® ferrous sulfate.

Keywords: “Human Ration”. Soluble dietary fiberShort chain fatty acid. Tannifhytate.

Practical Application:

The mixture of cereals, seeds and grains is widely eoedun Brazil by adult women as a
strategy to modulate body weight, but its high contdrdietary fiber and phytochemicals
may reduce iron bioavailability of the product. The variousosition of the mixtures found
in the market may affect iron bioavailability at differetf@grees and hence the iron status of

the consumers.
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6.1 Introduction

Overweight and obesity are considered public health problemdwide and have
been a growing concern especially in urban areas of middl®ve income countries
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011). Foods rich in dietary fiber halveen used as
a strategy to modulate body weight and reduce the risk @hahidiseases such as diabetes,
dyslipidemia and obesity, due to their inherent physiologindlphysical properties (MELLO
e LAAKSONEN, 2009). The intake of high-fiber foods is asgeciavith lower food intake
and therefore lower calorie intake (SLAVIN, 2005), whicktijies the use of dietary fiber
supplements in an attempt to lose weight.

However, the intake of foods rich in dietary fiber, maititg insoluble fraction, is
associated with decreased mineral absorption, especiafjendt minerals (SHAHet al,
2009) Commonly, these losses are not caused by fiber, but by fothe matrix components
such as phytates and tannins (CALLEGAR® al, 2010). The fiber-phytate-mineral
relationship is complex and studies have attributed depres$szts to phytate on mineral
absorption, including iron as the essential element maffistted by phytate. Nevertheless
phytate fermentation in certain foods is able to reduceattiverse effect on bioavailability of
minerals, and the same effect is observed for tanfif®@WO, MATUSCHEK e
SVANBERG, 2006; SCHLEMMERet al, 2009; VERMA e BANERJEE, 2010).

Despite the high phytochemical content present in thes# fdads, which can
negatively affect mineral homeostasis, shealietary sources also contain a considerable
amount of soluble dietary fiber. Fermentation of tiierf in the large intestine results in the
production of short chain fatty acids (SCFA) that@sed as energy source by colonocytes, as
well as the reduction of luminal pH which may enhance mineddig#ity and absorption
(SCHOLZ-AHRENS, K. E. e SCHREZENMEIR, J. R., 2007; LOB®al, 2011)

Recent studies have shown an association between obaadityon deficiency with
elevated serum ferritin levels, even in situationsrof ideficiency (MCCLUNG e KARL,
2009; NEYMOTIN e SEN, 2011). This association is in consensusthathiterature, but the
mechanisms are not fully elucidated. The most accepted Hegistis that the state of
subclinical inflammation triggered by obesity increasks telease of proinflammatory
cytokines such as interleukin-6 (IL-6) and tumor nesrdactore. (TNF-a) that can induce

the rise of hepcidin levels due to an increased relgfabes hormone by the liver and adipose
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tissue. This change may cause a decrease of serum ieoto dbe binding of hepcidin to
ferroportin 1- a protein that aids the transport of iron throughlthsolateral membrane of
the enterocyte into the bloodstream causing its inteatadiz and degradationthus reducing
absorption of the mineral. Elevated levels of serunttienmay be explained by the elevated
levels of iron within the enterocytes (BEKRt al, 2006; ZIMMERMANN e HURRELL,
2007).

In Brazil, foods referred as "natural and functionadVdr gained considerable space
in the food market. In this context, a commercial product called “Human Ration”, a mixture
of cereals, seeds and grains, has been commercializedngists of several ingredients
which, individually, have chemical composition and charasties of positive physiological
effects on human health, such as flaxseed, oat bragtvgerm and fiber, defatted soy flour,
among others. However, there is no scientific evidéhaea combination of these ingredients
would have beneficial and/or potential adverse effects amah health and iron
bioavailability.

“Human Ration” stands out among fiber supplements used in the attempt to control
weight however there are risk factors in relation te thaintenance of iron homeostasis.
Therefore, the present study aimed to evaluate the icavéiability of three mixtures of

cereals, seeds and graifiBlgman Ration™): light, whole and homemade in rats.

6.2 Materials and Methods

The experimental protocol was approved by the Ethics Copemitbr Animal
Research of the Federal University of Vicosa (45/2011), doaprtto the guidelines of the

Brazilian College on Animal Experimentation.

6.2.1 Iron deficiency protocol

The assessment of iron bioavailability was based on ththooeheof AOAC

depletion/repletion at 12 mg-kg The biological assay was composed by 32 weaning male
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Wistar rats Rattus norvegicysalbinus variety, class Rodentia), obtained from the Animal
Center Health Sciences of the Federal University ob%a¢ The animals were distributed in
individual stainless steel cages under control tempesaf@éet 3 °C) and relative humidity
(55 = 10%) with a 12-h dark-light cycle (lights on 07.00 to 1900 h

In the depletion period, all animals received deionized vaatdibitumand were fed
AIN-93 G (REEVES, 1993) iron deficient diet (Table 1) to indurca deficiency for a 21
day period. At the end of the depletion period, blood sasnplere obtained through talil
puncture, and Hemoglobin (Hb) concentration was assessetheviagyanide Hb method
(DRABKIN e AUSTIN, 1935) (Bioclin, Belo Horizonte, Minas Geragrazil) .

6.2.2 Hemoglobin regeneration assay

The animals were divided into four experimental groups, basethe product of
body weight (g) X Hb concentration (g-d), and fed modified AIN-93G diets containing 12
mg-kg® of Feas ferrous sulfate (FeS0in the mineral mix for the control group. The diets
RMC (regular mixture of cereals, seeds and grains), Li@Gt(mixture of cereals, seeds and
grains) or HMC (homemade mixture of cereal, seeds andgjrairovided the same
concentration of iron (12 mg-RYy The other components of these diets were maniputated
match theMC chemical composition concerning macronutrients andggnerhe dietary
intake was controlled to provide 16 18 g per day, and was weekly monitored. The animals
consumed these diets for a 14 day period (repletion).

At the end of the repletion period, the animals were sthadzed undelCO,
atmosphere to induce unconsciousness and then immediatieynzed by cardiac puncture.
Blood samples were collected, and the caecum was esaseighed and cut open along the
small curvature. Caecal pH was measunesitu by inserting an electrode (Schoott, Handylab
1, Germany through the ileocaecal junction (LOB& al, 2007). The fecal contents were
stored at -80 °C for SCFA analysis.
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6.2.3 Formulation of experimental diets and chemical composition

Three types of cereals, seeds and grain mixture were usaitbes: regular (RMC),
light (LMC) and homemade (HMC). The regular formulation was loaaitiained in Vigosa,
MG, Brazil; the light formulation was kindly donated by geduct manufacturer, and the
homemade version was prepared in the laboratory from thdarerecipe, respecting the
proper proportions of each ingredient. The RMC and HM@sisbed of quinoa, agar-agar,
brown sugar, oatmeal, cocoa powder, oat bran, wheat fiberflour, white cornmeal, flour,
defatted soy, sesame, wheat gegmaranapowder, brewer’s yeast and flaxseed. The LMC
was composed of: quinoa, agar-agar, oatmeal, oat brampdsst peel flour, what germ
rice flour, defatted soy flour, sesame, wheat germ, yesestand flaxseed.

The experimental diets (Table 1) were formulated accgrtinthe standard rodent
diet AIN-93G. In the HMC, LMC and RMC, cornstarch, suera@nd dietary fiber were
guantitatively replaced, taking into consideration thda@hydrate content in the mixtures of
cereals, seeds and grains which were maiaeteisoproteic and isocaloric. After preparation,
the diets were stored under refrigeration (-2 °

Moisture, ash, protein, lipids, starch, total dietaryrfilned fractions were determined
according to the Association of Official Analytical Chersi®tOAC (2002). Iron content in
the samples was determined according to Gomes (1BB@)hich 1 g of the sample was
digested in concentrated nitric acid at 150 °C for 16 hoursauckear solution is formed. The
iron concentration in the solution was measured by at@bgorption spectrophotometry
(GBC 908 AA spectrophotometer). Phytate determination was cawuieboly the colorimetric
method according to Latta and Eskin (1980). This was performedy wsiUV-Visible
spectrophotometer (Shimadzu, UV-1601, Japan), at the wavelen§®0oaim. Condensed
tannins were determined by vanillin reaction according to Burns (1@th)ymodifications as
proposed by Maxson and Rooney (1972) and Rrica (1978).
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Table 1- Ingredients (g-K§, iron and tannin content (mg-Kgof experimental diets

Repletion diets

_ Depletion
Ingredients )
diet
CG Diet HMC Diet RMC Diet LMC Diet
Albumin? 200.00 200.00 147.28 183.38 172.59
Maltodextrirf 132.00 132.00 132.00 132.00 132.00
Sucros® 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00
Soybean ofl 70.00 70.00 44.53 62.25 50.30
Fiber - - 20.17 37.41 21.26
Cellulose Microfiné 50.00 50.00 29.83 12.59 28.74
Iron free nineral 35.00 35.00 35.00 35.00 35.00
mixture
Vitamin mixturé 10.00 10.00 10.00 10.00 10.00
L-Cystine 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00
Choline Bitartraté 2.50 2.50 2.50 2.50 2.50
Corn starch 397.50 397.50 315.43 362.98 352.09
Ferrous sulphate - 0.06 - - -
HMC - - 190.06 - -
RMC - - - 157.22 -
LMC - - - - 121.24
Iron ** - 1.73+0.04 1.93+0.9 2.32+0.01 2.54 +0.07
Tannin ** - - 59.76 +7.28 202.81+19.53 27.88+2.94

Source: Adapted from Reevesal. (1993); except of iron.

CG: Control group (ferrous sulfate); HMC: Homemade nrxtaf cereals, seeds and grains; RMC: Regular mixthicereals, seeds and
grains; LMC: light mixture of cereals, seeds andrgai

a Maxnutry Albumina 100% pura/ Nutryclin Alimentos¢gsa Brazil.

b Aglcar Unido/ Commerce of Vigosa.

¢ SOYA/ Commerce of Vicosa.

d Fiber from the mixture of cereals, seeds and grases to prepare the test diet.
e Synth, LabSynth Produtos para Laboratério LTDA.

f Laboratory of Experimental Nutrition-UFWG-Brazil.

g Rhoster/ Rhoster-Industria e Comércio Ltda.

h Maizena Amido de Milho.

i VETEC Quimica Fina LTDA.

** Content measured.
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6.2.4 Iron bioavailability and hematological parameters

Blood samples were collected by cardiac puncture, andletivinto two vials,
without anticoagulant for Hb determination, and with ayagulant (EDTA, Vacuette,
Campinas, Brazil) for reticolocytes counts.

The hemoglobin gain (HbG) was calculated as the differeamaHb concentration
obtained in the final and initial phases of the repieperiod.

Hb-Fe pool was calculated, assuming the total blood volume78t ®ody weight
and iron content in hemoglobin of 0.335%. Hb regeneratiaciexfty and relative biological
value were estimated according to Manhoney and others (1974):

Hb-Fe (mg)= [body weight (g) x Hb (g 1) x 6.7 x 0.335] /10,000
HRE (%)= mg Hb-Fesina - mg Hb-Feniia/Fe intake (mg)
RBV =100 X (HRE (%) test group/HRE (%) control group

The amount of iron consumed (mg) was assessed by tleigbrof total dietary
consumption (g) X Fe of the diet (mg)pparent iron bioavailability of the experimental
groups was assessed by comparing with the control group, RBMs&as considered 100%.

Reticulocyte counts were carried out according to Zagoabad Pasquini (2005).

6.2.5 Determination of SCFA in the caecal contents

The method described by Smiricky-Tjardetsal (2003) was carried out for the
caecal SCFA (acetic, propionic and butyric) analy§iee SCFA concentrations were
determined by High Performance Liquid Chromatography (HPLC) (&kdm Scientific
Instruments Inc., Kyoto, Japan) consisting of a SPD-IMR pump, Shimadzu
chromatography column 30 cm x 4.5 mm and coupled to an Vittat detector (UV). The
chromatographic conditions were: mobile phase composedrapute water (Milli-Q) in 1%
ortho-phosphoric acid, 20L injection volume, flow rate of 1.0 mL/min and pressure & 13

kgf. Chromatograms were obtained at 210 nm.
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Aliquots of caecal content (500 mg) were added to |d00f 25% meta-phosphoric
acid and maintained in repose for 30 min at room temperatamapl8s were then centrifuged
in a refrigerated micro centrifuge (Hitachi, CT15RE, Kokpan) at 16,009 and 5 °C for 30
min. The supernatant was collected and centrifuged for iBOunder the same conditions.
Identification of compounds was performed by comparison wdtention times of the
standards (Volatine Free Acid Mix, code 46975; Sigma Cher@i®a) St. Louis, MO, USA).
Samples were analyzed under the same conditions astdahdards, and quantification
performed using external standard curves constructed byingencreasing concentrations
of the standard solutions in duplicate, at intervals ran@img 500 to 2500 ppm, 2000 to
8000 ppm, and 50 to 300 ppm for acetic, propionic and butyric acpecgvely. A linear
correlation was defined between the peak areas and #ueitjconcentrations of each fatty
acid.

Quantification of SCFA in the samples was performed udmeganalytical curves
and regression equations for acetic acid (y = 577.01x + 105390RA7), propionic acid (y
= 656.23x- 38691; R? = 0.9978) and butyric acid (y = 585.36x + 1651; R? = 0.9987). The

concentrationsf the samples were calculated by including the dilutiorofact

6.2.6 Statistical analysis

Data was expressed as the mean + standard deviation. Inplle¢iare period, tb
values for hemoglobin concentration and Hb Fe pool fdawy O and 14 were compared by
using paired-test. For comparison among means of the differenipgoanalysis of variance
(ANOVA) was performed and, in the case of significaiffecences,a Dunneat’s post hoc test
was applied using the ferrous sulfate group (Control) asdatdn A Duncais test was
performed to make comparisons among the experimental grBagdyg weight, body weight
gain and food efficiency ratio were adjusted by food intakelevitnitial and final hemoglobin
concentration, hemoglobin gain ahid-Fe were corrected for iron intake. Data analysis was
carried out with software System for Statistical AnalfS&\EG) version 9.1, considering a

significance level of 5%p(< 0.05).
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6.3 Results and Discussion

6.3.1 Chemical composition of the mixtures of cereals, seeds andigs

The chemical components of the mixtures of cerealsissaed grains in this study
are presented in Table 2. The formulations were richatepr and lipids, contributing to the
average energy density of the products in 337.81 kcal-100hg three typesf the mixtures
of cereals, seeds and grains showed high levels of tatdryl fiber, especially for the
insoluble fraction. However,MC showed soluble dietary fiber concentration twice ghédm
asRMC and three fold higher thanMC. The phytate: iron molar ratio for HMC (8.27) was
significantly higher than in LMC (3.44) and RMC (1.64). Thelan ratio of phytate to
minerals is used to predict adverse effects on mineralvdiiadility (MA et al, 2006)
Gibsonet al (2010) demonstrated that the inhibitory effect of phytateren absorption is
dose dependent and may occur even at low phytate levetsse Thuthors indicated
that phytatecanbe degraded to compounds containing less than five phosphatiesir
chemical structure, which does not alter the absorptionirdrals.

The tannin content of RMC was superior to the other da&tsshown in Table,1
while HMC and LMC had similar concentrations. Nevertheless, the consampf tannin
was lower for the LMC group, followed by HMC and RMC, redpely (Table 5). The
tannin content contributes to the low iron bioavailability iget@l foods, but heat treatments
could be used to enable the inhibition potential of compglelkemation among phenol

compounds and divalent metals (Totoal, 2006).
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Table 2 - Chemical composition (g.100% iron, phytate and tannin contents (mg) om

Homemade (HMC), Regular (RMC) and LightMC) mixtures of cereals, seeds and grains

on dry basis
Composition HMC LMC RMC
Protein 20.00 +0.08 15.14 + 0.02 17.08 £ 0.08
Fat 13.40 £ 0.33 16.25 +0.83 10.85 +0.31
Starch 39.37 +1.28 31.75+0.59 38.90 +2.89
Moisture 6.93 +0.08 8.75+0.10 9.05+0.58
Ash 3.88+0.08 4.47 +0.02 4.41 +0.07
Total Dietary Fiber 16.40 + 1.0 23.65 + 0.07 20.29 +3.80
Insoluble Dietary Fiber 13.68 + 0.57 14.62 +0.07 14.89 + 4.44
Soluble Dietary Fiber 2.72+0.42 9.03+0.14 5.40 + 0.64
Iron 6.24 +0.00 12.42 +0.58 17.52 +0.02
Phytate 6.20 + 0.60 4.00+0.30 3.30+ 0.3
Tannin 2.78+0.38 2.02+0.24 12.45+1.22
Phytate: iron 8.28 +0.76 3.44 +0.98 1.64+0.14
Energy density 319.16 + 14.71 333.91+5.17 358.13+2.2%

Results are expressed as mean = SD from three repgtition

For each evaluated characteristic means followed by the same small letter in the lines, are not significantly different at 5% probability by

Duncan test.

HMC: Homemade mixture of cereals, seeds and grains; LM@ht mixture cereals, seeds and grains; RMC: Regulatungxof cereals,

seeds and grains.

6.3.2 Body weight gain and food consumption

During the depletion period no statistical differences vedrgerved for body weight

gain, total food intake and food efficiency ratio (FER)omg the experimental groups (Table

3). In the repletion phase all groups showed body weight gjaiitar to the CG, after the

adjustment of the total dietary intake. Excluding thetiad group,a higher body weight gain

was observed for theMIC group. A higher value for theMIC group was observed regarding

the FER when compared with the control and tested grompgh is justified by the

increased food intake (Tablg. 4

74



Table 3- Body weight, body weight gain, diet consumption, fodeteincy ratio and
hemoglobin concentration in depletion phase

Variables CG HMC LMC RMC
Initial body weight (g) 81.37 £15.3 90.87 + 7.64 89.62 + 8.39 86.37 + 8.97°
Final body weight (g) 178.12+18.8  179.87+15.52  187.25+ 15.6% 184.5 + 17.1%°
Body weight gain (g) 96.75+ 7.36" 89.0 + 15.25° 97.62 + 14.62 98.12 +17.1%
Consumption (g) 295.68+19.5 293.81+26.7%  308.03 +27.8% 303.33 + 24.9%¢
Food Efficiency Rtio 0.33+0.03 0.30 +0.0%3% 0.32+0.0%% 0.32+0.0%3%
Hemoglobin 7.33+1.17 7.17 £0.942 7.28 £1.1%% 7.74 £1.0%*

Concentration (g/dL)

Results are expressed as mean * SD from iron-defi@é&n{n=8/group) after 21 day period fed with ironaeht diet: CG: Control group
(ferrous sulfate); HMC: Homemade mixture of cerealsdsesnd grains; LMC: Light mixture cereals, seeds @mains; RMC: Regular
mixture of cereals, seeds and grains.

To compare each experimental group versus the cagoalp Dunnett test was used. For each evaluamddteristic means followed by
the same capital letter in the lines not significantly different at 5% probability.

To compare only the experimental groups Duncan tastwsed. For each evaluated characteristic meanwéallby the same small letter

in the lines, are not significantly different at 5% probability.

Table 4- Body weight, food efficiency ratio and hematologicalgraeters of experimental

groups during the repletion period

Variables CG HMC LMC RMC
Initial body weight (g) 189.27 +18.38 174.08 +15.5% 181.32+15.6%* 185.08 + 17.3C}
Final body weight (g) 223.08 +28.09 218.56 +15.8% 216.89+16.78 218.47 +16.1%
Body weight gain (g) 33.80+13.90  44.48+290* 3557+10.00° 33.39+8.0%
Food Efficiency Ratio 0.12+0.08 0.19+0.02% 0.16 +0.08° 0.14 +0.08°
Hemoglobin gain (g/d) 5.08 +1.36 2.36+0.78 4.06 +2.3%° 2.41 +2.95
Hemoglobin regeneration 0.61+0.20 0.40 +0.16° 0.50 +0.26° 0.30 +0.26°
efficiency (%)

Relative biological value 9.99+2.76 6.66 + 1.54° 8.00 + 3.56% 5.01 + 3.58%
Iron bioavailability(%6) 99.99+27.62  66.66+15.4% 80.02+36.6% 50.12 +35.5%
Reticulocyte count (%) 97.50+31.1%4 82.80+19.76° 112.50+12.8¢% 90.00 + 39.76

Results are expressed as mean = SD from iron-dalicas (n=8/group) after 14 day period 1&d ppm_iron diet. CG. control group
(ferrous sulfate); HMC: Homemade mixture of cerealsdsesnd grains; LMC: Light mixture cereals, seeds @maihs; RMC: Regular

mixture of cereals, seeds and grains.

To compare each experimental group versus the comtoolp Dunnett test was used. For each evaluat@dderistic means followed by
the same capital letter in the lines not significantly different at 5% probability.

To compare only the experimental groups Duncan tastwsed. For each evaluated characteristic meaowéallby the same small letter

in the lines, are not significantly different at 5% probability.

75



6.3.3 Hematological and iron bioavailability parameters

There was no statistical difference in the Hb conegiotn (P=0.09) and Hb Fe pool
(P=0.065) among the experimental groups in the end of the taeplperiod and iron
deficiency was confirmed (Table 3). Hb values and Hb Fe pdaides the beginning and the
end of the repletion period are shown in Fig. 1. The nwardb concentration increased
39.2% P< 0.0001) for the CG and 28.6%<0.0001) for HMC, 36.5%R=0.0015) for LMC
and 27.2% P=0.0315) for RMC (Figure 1-A). Hb Fe pool presented similanltgswith an
increase of 47.7% for CGP€0.0001), 38.8% for HMC R<0.0001), 46.8% for LMC
(P=0.0004) and 38.2% for RM€0.0048) (Figure 1-B).

A B
14 A - 7 b A
3 12 b . E 6 ) )
> 10 b S 5
€ a g 4
£ 8 a a a 5 a a a a
[=] =
® °© -
£ 4 S 2
T & 1
2 g
0 S 0
CG | HMC | LMC | RMC T cG | HMc | tmc | RMC
‘lDayO 755 | 7.41 | 717 | 7.37 ‘lDayO 34 | 33 | 34 | 34
'mDay1412.42 | 953 |11.3310.13 'wDay14| 65 | 54 | 64 | 55

Fig. 1. Hemoglobin concentration and Hemoglobin ipmol in iron-defficient rats fed diets containing fersosulfate or three types of
mixtures of cereals, seeds and grains, homemad#, digd regular over the repletion period. Abbreviatid®@&: control group; HMC:

homemade cereals, seeds and grains mixture; LMC: digjteials, seeds and grains mixture; RMC: regular cereadds and grains mixture.
Results are expressed as mean + 83 (8 for all groups). Mean value that are followed bffedent letter are significantly different

(P<0.05).

At the end of repletion period MIC presented higher efficiency of hemoglobin
recovery and relative biological value, similar to CGrr@fas sulfate), as well as iron
bioavailability. Among experimental groups, there was naedifice between the test groups

for the parameters mentioned above (Table 4).
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RMC showed the highest iron content (17.52 mg-180 fgllowed by LMC(12.42
mg-100 @) and HMC (6.24 mg-100 §) (Table 2). However, the mineral bioavailability
showed no statistical difference among the three nasttypes®= 0.2497). This fact can be
explained by the difference among the food matrixehefthree mixtures of cereals, seeds
and grains (VELLOZO e FISBERG, 2010). Nevertheless, the presdrie@nin or phytate
may decrease mineral bioavailability. A negative assiociabetween tannin intake and iron
bioavailability (r=-0.4029 P=0.0255) was observed by Pearson correlation, which may have
impaired iron absorption because of the formation of uidelcomplexes between the phenol
compounds and mineral (SILVA e SILVA, 1999).

Animals fed IMC had higher intake of total and soluble fibers and tNECRyroup
presented higher intake of insoluble fiber. The highest phyttake was found in theNHC
group (Table 5). In the present study no association awasdfbetween iron bioavailability
and dietary fiber intake and/or fractions. However, otkardies showed a negative
correlation between mineral bioavailability and total dietBber intake (CATANI et al,
2003; WEBERet al, 2010)

Table 5- Consumption of total fiber (g), insoluble fiber (g), solufiter (g), tannin (mg) and
phytate (mg)

HMC LMC RMC
Variables
Total Dietary Fiber (g) 38.45+2.10 55,40 £ 2.412 49.52 + 3.64
Insoluble Dietary Fiber (g) 32.07+1.78 33.97+1.58 36.33+2.67
Soluble Dietary Fiber (g) 6.37 £0.35 21.15+0.922 13.18 £ 0.9%
Phytate (mg) 1.44 +0.082 0.95 +0.04 0.79 +0.08
Tannin (mg) 651.87 + 35.77 473.25 + 20.66 3,038.42 + 223.67

Results are expressed as mean + SD irom Iron-deficas (n=8/group) after 14 day period fed 12 ppmn deet: HMC: Homemade
mixture of cereals, seeds and grains; LMC: Lighttom& cereals, seeds and grains; RMC: Regular mixtucerefls, seeds and grains.
For each evaluated characteristic means followed by the same small letter in the lines, are not significantly different at 5% probability by

Duncan test.

The soluble fiber in the small intestine is a substratenicrobiota fermentatiogrard
as a consequence, reduces the intestinal pH that maagsecmineral absorption (CHAWLA
e PATIL, 2010). Nevertheless, the higher iron bioavailabdit LMC was not associated with
a greater consumption of soluble dietary fiber. Moreowther studies have pointed out that
anemic animals fed soluble fiber showed similar recoveryashdglobin to the control
group, in which ferrous sulfate was used (DE CASSIA FREIBA®SI, 2006; FELTRINet
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al., 2009). The lack of consensus among studies is due to egpéainconditions such as
short-term or long-term consumption of the food tegperimental models, the food matrix
and the age and/or nutritional/physiologic status of thenalsi (LOBO et al, 2007;
SCHOLZ-AHRENS, K. E. e SCHREZENMEIR, J., 2007; LOR®Oal, 2011).

The negative effects associated with dietary fiber beyue to other substances in
the food matrix, such as phytates, which are present in laigiis in whole plant foods
(CHAWLA e PATIL, 2010). Many ingredients present in the estdd MC are unrefined
foods and possibly rich in phytates, including wheat brats,ovheat germ and flaxseed.
Siqueiraet al (2001) stated that wheat bran is rich in phytate, but gsamasted during
processing which significantly reduces the content of thispomund. This fact may explain
the lack of correlation between phytate consumptiath iesn bioavailability in the present
study, since the wheat bran present in tested mixturesreéls, seeds and grains types was
processed by the food industry. Martiret al (2011) however, found lower iron
bioavailability in shelled soybeans and higher phytate corgeat after heat treatment.

Higher iron absorption occurs in the small intestine, Bndome circumstances
may occur in the proximal colon (LUNBt al, 1998). In this context, investigation of the
short-chain fatty acids (SCFA) content and caecal pllevant in bioavailability studies
involving foods with considerable fiber content. The micotdpi ferments non-digestible
carbohydrates producing SCFA, and aiding the reduction edtinal pH and improving the
solubility of iron (SCHOLZ-AHRENS, K. E. e SCHREZENMEIR, 2007). The low pH and
high SCFA concentrations, especially butyrate, arede@léo hypertrophy of the intestinal
tissue leading to an increased surface of the largetimtéeand, consequently, the greater
intestinal absorption of minerals (LOB@t al, 2007; SCHOLZ-AHRENS, K. E. e
SCHREZENMEIR, J. R., 2007). In the present study, the grougRM& showed similar
fecal propionate content as t66, and the WMC and LMC groups presented higher contents
of this fatty acid. It is believed that this differents related to the large amount of soluble
fiber in LMC and RMC, 9.03g-100cand 5.4g-100Y respectively. For butyrate and acetate
no significant differences were observed in relation #dbntrol and test groups. For caecal
pH no difference was found among all groups (Table 6). atle ¢f differences in the SCFA
level and caecal pH in this study confirms the findings lati@n to iron bioavailability,
which did not differ among the test groups. However, Webexl (2010) found significant
reduction in pH for a group a diet containing a mixture witthHiger content. Pearstn
correlation revealed that acetate (r=0.70880.001) and propionate (r=0.5712+0.0018)
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concentrations were assoedtwith fiber intake. These results are of great impuréa
because LMC presented a better iron bioavailability and laehitpvel of fecal propionate
content as well as soluble dietary fiber intake, althabhghe was no difference in caecal pH.

Table 6- Intestinal concentration of SCFArfol/g)and caecal pH

Variables GC HMC LMC RMC

Acetate (umol/g) 17.38 + 2.56 16.38 £ 2.17° 20.18 + 5.48* 14.93 + 2.56°
Propionate (umol/g) 53.07 +6.18 67.9+2.8% 65.49 +11.08  55.21 +7.80°
Butyrate (umol/g) 1.16 +0.34 1.06 + 0.4%2 0.85+0.2%* 1.21 +0.37°
Total SCFA (umol/g) 72.41+7.38 84.59+75%  8532+1348  71.36+9.1%
Caecal pH 7.00 +£0.00 7.10 £0.26° 7.10 £0.36% 7.10 £0.26°

Results are expressed as mean £ SD from iron-dalices (n=8/group) afer 14 day period fed 12 ppm @t dtG. control group
(ferrous sulfate); HMC: Homemade mixture of cerealsdsesnd grains; LMC: Light mixture cereals, seeds @gmains; RMC: Regular
mixture of cereals, seeds and grains.

To compare each experimental group versus the cagrtpalp Dunnett test was used. For each evaluamddteristic means followed by
the same capital letter in the lines not significantly different at 5% probability.

To compare only the experimental groups Duncan tastwsed. For each evaluated characteristic meanwéallby the same small letter

in the lines, are not significantly different at 5% probability.

The proportion of available iron was calculatedrfrtest-diets and it was observed
that the IMC (9.94 mg-108) was significantly higher than theMC (4.16 mg-108). The
RMC presented an intermediate value (8.78 mg-1)@vith no difference between the other
diets. It shows that the iron content of Y€ studied was not the only factor responsible for
mineral bioavailability. The food matrix and chemical compasiplay important roles,
either inhibiting or improving solubility and, consequentlynemnal absorption. In the present
study the negative correlation between iron bioavailakditgl tannin intake showed that the
food matrix presents an influence in mineral absorptioaretfi et al (2006) found that the
food matrix influences the RBV, demonstrating a higher giteor of FeSQ on a rice meal
than in a wheat-based meal. The authors justified teaetHifferences may be due to meal’s
composition, as calcium content or phytic acid contBetvertheless, the composition of a
meal may affect gastric motility, stomach emptying, and it These data suggest that
depending on the iron source, the digestion of nonhenmeinto the common pool or its
subsequent absorption can be influenced by the effects dboloe matrix (HALLBERG
BRUNE e ROSSANDER, 1986).
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6.4 Conclusion

The light mixture of cereals, seeds and grains showedr bedte bioavailability,
possibly due to the lower tannin intake by the animals andlehproportion of propionate
in the fecal content associated with the intermedtamntents of phytate and iron. Therefore,
the results of this study showed that the light mixtofeereals, seeds and grains has no
negative effect on iron homeostasis.

These products, recently available on the food marken ¢laalth benefits but there
are no scientific proofs about these effects. Studiesi@eded to investigate these effects on
human health, since this is the first study evaluatiegdlproducts in an animal model.

Acknowledgments

The authors wish to thanks Fundacdo de Amparo a Pesquisainds Kerais
(FAPEMIG) for the financial support (Research Project Al@21-11) and Coordenacao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES}herfellowships awarded to
Barbara Nery Enes, Carlos Mario Martins Silveira &ladalia Elizabeth Galdino Alves. We
also wish to thanks Ceres Mattos Della Lucia and Geanta(Pereira for reviewing the

manuscript.

References

AOAC. Official methods of analysis of the Association of Official Analytical Chensits
Washington, D.C, v.2. 1998

BEKRI, S, et al. Increased Adipose Tissue Expression of Hepcidin in Se®éesity Is
Independent From Diabetes and NASFastroenterology, v.131, n.3, p.788-796. 2006.

80



BURNS, R. E. Method for Estimation of Tannin in Grain SorghHurmgronomy Journal,
v.63, n.3, p.511-512. 1971.

CALLEGARO, M. G. K, et al. Supplementation with fiber-rich multimixtures yields alag
dietary concentration and apparent absorption of mménalats.Nutrition Research, v.30,
n.9, p.615-625. 2010.

CATANI, M., et al. Dietary cellulose has no effect on the regeneratiohemhoglobin in
growing rats with iron deficiency anemi8razilian Journal of Medical and Biological
Research v.36, p.693-697. 2003.

CHAWLA, R. e PATIL, G. R. Soluble Dietary FibeComprehensive Reviews in Food
Science and Food Safetw.9, n.2, p.178-196. 2010.

DE CASSIA FREITAS, K. et al. Partially hydrolyzed guar gum increases intestinal
absorption of iron in growing rats with iron deficiency eai@ Clinical Nutrition , v.25, n.5,
p.851-858. 2006.

FELTRIN, C, et al.Effect of Soluble Fiber Pectin on Growth and Intestinah Absorption
in Rats During Recovery from Iron Deficiency AnemiBiological Trace Element
Research v.129, n.1, p.221-228. 20009.

GIBSON, R. S. et al. A review of phytate, iron, zinc, and calcium concemtre in plant-
based complementary foods used in low-income countried amnplications for
bioavailability. Food &#38; Nutrition Bulletin , v.31, n.Supplement 2, p.134-146. 2010.

GOMES JC.Andlise de alimentos Universidade Federal de Vigosa. Departamento de
Tecnologia de Alimentos. 1996. 126 p.

INSTITUTO ADOLFO LUTZ. Métodos fisico-quimicos para analise de alimento$Sao
Paulo: Ed. Sdo Paulo. 2005. 1018 p.

LATTA, M. e ESKIN, M. A simple and rapid colorimetricathod for phytate determination.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.28, n.6, p.1313-1315. 1980.

LOBO, A. R, et al.Iron bioavailability from ferric pyrophosphate in rdésl with fructan-
containing yacon§mallanthus sonchifoliiglour. Food Chemistry, v.126, n.3, p.885-891.
2011.

. Effects of fructans-containing yac&m@allanthus sonchifoliuBoepp & Endl.) flour
on caecum mucosal morphometry, calcium and magnesidandegga and bone calcium
retention in growing rat8ritish Journal of Nutrition , v.97, n.04, p.776-785. 2007.

LUND, E. K, et al.Increases in the Concentrations of Available IroR@&sponse to Dietary
Iron Supplementation Are Associated with Changes ypCc€Cell Proliferation in Rat Large
Intestine.The Journal of Nutrition, v.128, n.2, February 1, 1998, p.175-179. 1998.

MA, G., et al. Phytate intake and molar ratios of phytate to zinc, a&eah calcium in the diets
of people in Chinakur J Clin Nutr , v.61, n.3, p.368-374. 2006.

81



MARTINO, H. S. D, et al. The use hull soybean flour of heat-treated grains doeaffext
iron bioavailability in ratsArchivos Latinoamericanos de Nutricion In press. 2011.

MATUSCHEK, E. e SVANBERG, U. The effect of fruit extraststh polyphenol oxidase
(PPO) activity on the in vitro accessibility of iron in higgmnin sorghumiFood Chemistry,
v.90, n.4, p.765-771. 2005.

MAXSON, E. D. e ROONEY, L. M. Evaluation of methods for tamanalysis in sorghum
grain.Cereal Chem, v.49, p.719-729. 1972.

MCCLUNG, J. P. e KARL, J. P. Iron deficiency and obesitye tbontribution of
inflammation and diminished iron absorptidfutrition Reviews, v.67, n.2, p.100-104. 2009.
MELLO, V. D. D. e LAAKSONEN, D. E. Fibras na dieta: tendésc#&uais e beneficios a
salde na sindrome metabdlica e no diabetes melito tipArduivos Brasileiros de
Endocrinologia & Metabologia, v.53, p.509-518. 2009.

NEYMOTIN, F. e SEN, U. Iron and Obesity in Females in thetééhBtatesObesity, v.19,
n.1, p.191-199. 2011.

PRICE, M. L., VAN SCOYOC, S. e BUTLER, L. G. A criticalauation of the vanillin
reaction as an assay for tannin in sorghum gragurnal of Agricultural and Food
Chemistry, v.26, n.5, p.1214-1218. 1978.

REEVES, P. G. N., F.H.; FAHEY, G.C., JR. . JOURNAL OF NUTRIN, V.123, N.11,
P.1939-51, 1993. AIN-93 purified diets for laboratory rodents: fiepbrt of the American
Institute of Nutrition ad hoc writing committee on the refalation of the AIN-76A rodent
diet. 1993.

S F A SIQUEIRA et al. Phytate from an alternative dietary supplement hasfieat on the
calcium, iron and zinc status in undernourished r&ishivos Latinoamericanos de
Nutricion v.51, n.3, p.250-257. 2001.

SCHLEMMER, U, et al.Phytate in foods and significance for humans: Food squrteke,
processing, bioavailability, protective role and analy$folecular Nutrition & Food
Research v.53, n.S2, p.S330-S375. 2009.

SCHOLZ-AHRENS, K. E. e SCHREZENMEIR, J. R. Inulin and Ofigotose and Mineral
Metabolism: The Evidence from Animal Trial¥he Journal of Nutrition, v.137, n.11,
November 1, 2007, p.2513S-2523S. 2007.

SHAH, M., et al. Effect of a High-Fiber Diet Compared With a ModerateeF Diet on
Calcium and Other Mineral Balances in Subjects With T/jpeabetesDiabetes Care v.32,
p.899-995. 2009.

SLAVIN, J. L. Dietary fiber and body weightutrition , v.21, n.3, p.411-418. 2005.
SMIRICKY-TJARDES, M. R, et al. Dietary galactooligosaccharides affect ileal and total-
tract nutrient digestibility, ileal and fecal bacterialncentrations, and ileal fermentative
characteristics of growing pig3d. Anim Sci., v.81, n.10, October 1, 2003, p.2535-2545. 2003.

82



TOWO, E., MATUSCHEK, E. e SVANBERG, U. Fermentation and enzyraatment of
tannin sorghum gruels: effects on phenolic compounds, phgtaten vitro accessible iron.
Food Chemistry, v.94, n.3, p.369-376. 2006.

VELLOZO, E. P. e FISBERG, M. O impacto da fortificacdo dmentos na prevencédo da
deficiéncia de ferroRevista Brasileira de Hematologia e Hemoterapiav.32, p.134-139.
2010.

VERMA, A. K. e BANERJEE, R. Dietary fibre as functidnagredient in meat products: a
novel approach for healthy living- a reviewJournal of Food Science and Technology
v.47, p.247-257. 2010.

WEBER, T. K, et al.Effect of dietary fibre mixture on growth and intestiiron absorption
in rats recovering from iron-deficiency anaentitish Journal of Nutrition , v.104, n.10,
p.1471-1476. 2010.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Overweight and obesity. Fact sheet No. 311
WHO. Geneva. 2011.

ZAGO, M. A., FALCAO, R. P. e PASQUINI, Rdematologia: fundamentos e praticas
Sé&o Paulo: Ed. Atheneu. 2005.

ZIMMERMANN, M. B. e HURRELL, R. F. Nutritional iron defiency. The Lancet, v.370,
n.9586, p.511-520. 2007.

83



7 ARTIGO lli

Efeito do Consumo de uma Mistura de Cereais, Sementes e GradR4¢ao Humana”)
no Peso, na Composicdo Corporal, na Presséo Arterial, na Satde Gsseo Controle da
Saciedade e no Estado Nutricional dos Minerais Ferro e Zinco em Mulhes com
Excesso de Peso

Barbara Nery Enés

Natalia Elizabeth Galdino Alvés
Sonia Machado Rocha Ribefro
Rita de Cassia Gongalves Alfefas

Hércia Stampini Duarte Matrtifio

Resumo

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito do consumo da oristura de cereais, sementes e
graos (Racdo Humana”) no peso, na composicdo corponas saude Ossea, ha pressao
arterial, no controle da saciedade e no estado nutricdo® minerais ferro e zinco em
mulheres com excesso de peso. Foi aplicado tratamentadbase restricdo energética de
15% associada ao consumo da mistura de cereais, sem@ntass (MC) ou ao consumo de
um placebo. Nao houve diferenca em relacdo ao condemaacronutrientes e energia entre
os dois tratamentos. Entretanto, o consumo de MC poop@imento na ingestdo de ferro
(0,24 + 0,26 vs. 1,67 £ 0,39 mg/dRs= 0,0002), fésforo (-51,22 + 25,75 vs. 195,01 + 26,11
mg/dia,P<0,0001), zinco (-1,11 + 0,14 vs. 1,61 £ 0,28 mg/B),0001) e vitamina E (-1,31

+ 0,54 vs. 3,48 + 0,50 mg/diaP= 0,001), em relacdo ao consumo do placebo,
respectivamente. Nao foram verificadas diferencas quamtpeso e composicao corporal,
além da saude Ossea e de controle de saciedade ertha@aosentos. Houve associacao
positiva entre densidade mineral 6ssea e indice de magsarat P= 0,0127). A perda

ponderal, entretanto foi significativamente maior no pnio periodo de intervengédo para o
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grupo controle P= 0,0434) e no segundo periodo para o grupo tpst®,086). O consumo
de MC propiciou o aumento da concentracdo de hemogldPmead,0001) para o grupo
intervencao e nao foram observados prejuizos quanbsaacdo de zinco. Houve, contudo,
associacdo negativa entre zinco eritrocitario e IMC-0,5123P= 0,0005. A mistura de
cereais, sementes e grédos ndo potencializou a perda @epeama dieta com restricao
energética. Ndo houve modificacdes quanto a composic@oragrpressao arterial, satude
Ossea e padréo de saciedade. O consumo da MC foi eficaglmaria do estado nutricional

relacionado ao ferro e ndo prejudicou a absorc¢édo de zinco.

Palavras-chaves:“Ra¢do Humana”. Excesso de peso. Perda de peso. Composi¢ao corporal.
Saude oOssea. Ferro. Zinco.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect ofctnesumption of a mixture of cereals,
seed and grains ‘HumanRation”) in body weight, body composition, bone health, blood
pressure, and the control of satiety as well as thdtion&l status of iron and zinc minerals in
overweight women. The treatment was based on adfS8fergy restriction associated with
the consumption of the mixture of cereals, seeds andgg(®iC) (test) or consumption of a
placebo (control). Each treatment had a five-week pevidda washout week between both.
There wereno differences in the consumption of macronutrients andrgy between the
treatments. However, the consumptiorMi@ revealed an increase iron intake (0.24 + 0.26
vs. 1.67 + 0.39 mg/day= 0.0002), phosphorus (-51.22 + 25.75 vs. 195.01 + 26.11 mg/day,
P < 0.0001) zinc (-1.11 + 0.14 vs. 1.61 + 0.28 mg/d&y<0.0001) and vitamin E (-1.34
0.54vs. 3.48 + 0.50 mg/day,P=0.001), in relation to consumption of the placebo,
respectively. There were no differences in body weight, bodmposition, bone health
and satiety control between the treatments. There avpssitive association between bone
mineral density and body mass indé€3(0.0127). The body weight loss was significantly
higher in the first period of the study for the contgobup = 0.0434) and in the second
period for the test grougP€ 0.086) The consumptionf MC provided a higher concentration
of hemoglobin P= 0.0001) andho damage was observed for zinc absorption. However, there
was a negative association between body mass indexrgifmoeyte zinc = -0.5123,P=
0.0005). The mixture of cereals, seeds and grains did nottipteethe body weight loss on
an energy restriction diet. There were no changes foy loodnposition, blood pressure, bone
health and satiety standard. The consumptiodC improved the nutritional status related to

iron, and it did not impair zinc absorption.

Key-words: “Human Ration”. Overweight. Weight loss. Body composition. Bone health.

[ron. Zinc.

86



7.1 Introducéo

O excesso de peso tem sido considerado a mais gravengpidgiebal, atingindo
principalmente os paises em desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANI2A,
2011). No Brasil, os dados da Pesquisa de Orcamentos FamH&E}s €éstimaram que 48%
das mulheres apresentam excesso de peso, contra 50, bédoss. Porém, a prevaléncia de
obesidade foi maior para o sexo feminino, 16,9% contra 1&f% o sexo masculino
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2010).

A obesidade ja foi considerada fator protetor contra a pededanassa Ossea e
densidade mineral 6ssea (GOMEZ-AMBROS&I al, 2008). Contudo, estudos recentes
apresentam dados controversos, indicando até mesmo estado de inflamacdo causado
pela obesidade pode provocar efeitos prejudiciais a saude, dsdezindo atividade pro-
ressorcdo (GALLAGHER e SAI, 2010). A reducédo ponderal tefo sissociada a saude
0ssea, de modo que uma perda de 10% do peso corporal é capaz de auvdkerzio nos
marcadores de ressorcdo 6ssea (UUSI-RASBEI, 2009). Essa atividade osteoclastica foi
observada em mulheres na pré-menspaguando houve perda de peso severa em curto
espaco de tempo. Em contrapartida, quando houve reducéo pgnddativa ocorreu menor
perda de massa 0ssea ou esse prejuizos nao foram doséBHAPSES e RIEDT, 2006).

Dentre as estratégias para controle do peso corpoedeguado padrao alimentar
induzindo balanco energético negativo € o fator principal (8HRet al, 2009). A ingestao
de alimentos ricos em fibra alimentar faz parte dedsatégia, e estudos demonstraram que
seu consumo esta associado a menor ingestao de &N, 2005), seja pela adocao
de um padrdo saudavel de alimentacdo, com acréscimo dadmgkstfrutas, verduras e
leguminosas (HERMSDORFEt al, 2011) ou pela incorporacdo de suplementos de fibra
alimentar ao consumo alimentar (PAPATHANASOPOULOS e CAMHRL, 2010). A
menor ingestao energética baseada no aumento do andsuiibra se da pelo efeito que esse
nutriente exerce sobre o desejo de interromper umgdefez no intervalo de tempo entre as
refeicdes, fendbmenos esses denominados saciacaedaskgirespectivamente. Esses sao 0s
pontos-chave da via que explica os efeitos fisiol6gicos da dg&ibra alimentar no peso
corporal (PEREIRA e LUDWIG, 2001).

A incorporacédo de fibra alimentar na dieta habitual pedietanto, trazer alteracdes

negativas quanto a absorcdo de minerais. Os efeitos voegale tais alimentos ndo sao
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devido ao teor de fibra e sim aos demais compostos queegddados nos alimentos de
origem vegetal como fitato, tanino e oxalato (CALLEGABal, 2010). Os fitatos formam
complexos insolaveis com minerais divalentes, dentrquass encontram-se, ferro e zinco,
diminuindo sua absorcao e consequente biodisponibilidade (SILMAVA, 1999; HUNT e
BEISEIGEL, 2009).

A partir dessas evidéncias, inUmeros produtos ricos era bmentar tém sido
comercializados com o intuito de favorecer a perda de. [i#zentre esses produtos encontra-
se a “Ragdo Humana”, uma mistura de cereais, sementes e graos, compostavpmsodi
ingredientes ricos em fibra alimentar como farelo dsaawgergelim, linhaca, fibra de trigo,
dentre outros, que apresentam efeito positivo na saudenhumpzando isoladamente.
Contudo, o efeito da associacdo de tais ingredientda aéo foi estudado.

A partir da escassez de dados na literatura sobre t¢ssefei“Ra¢do Humana” na
saude humana, objetivou-se avaliar o efeito do consummedeamistura de cereais, sementes
e graos (“Ragdo Humana”) no pesona composi¢cdo corporal, na pressdo arterial, na saude
0ssea, no estado nutricional de ferro e zinco e na régultde saciedade de mulheres com

excesso de peso.

7.2 Material e Métodos

7.2.1 Delineamento Experimental

Trata-se de um estudo prospectivo, randomizado, com deénéa@m crossoverO
estudo incluiu uma semana baselineseguido por dois periodos, A e B, separados por uma
semana de intervalovashout) Dois grupos de voluntarias foram formados aleatoriagnent
Em cada periodo dois tratamentos foram aplicados, de faatoria, as voluntarias: 15% de
restricdo energética associada ao consumeahdde placebo, controle (tratamento RC),
seguido de 15% de restricdo caldrica associada ao cortmushake testétratamento MQ)
intervencdo, no desjejum, ou vice-versa. O grupo 1 foi stidbon@o tratamento RC no
periodo A enquanto o0 grupo 2 iniciou o0 estudo com o tratamd@@toApds uma semana de

washout no periodo B, houve uma inversdo na ordem dos tratameontderme Figura 1.
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[ Periodo de Intervengio J

T A I~

1 semanc Gl G2 1 semana Gl G2
Tratamento Placebo Tratamento Teste Tratamento Teste Tratamento Placebo
n=11 n=11 n=11 n=11
(Sobesidade (3 obesidade (5 obesidade (3 obesidade
6 sobrepeso) 8 sobrepeso) 6 sobrepeso) 8 sobrepeso)
| ) |
Y = T -

- 54 «
5 semanas J semanas

Figura 1- Desenho experimental do estudo. Grupo 1: ordem dee¢rdtaPlacebo - Teste;

Grupo 2: ordem de tratamento Teste - Placebo.

Durante o periodo ddbaseline todas as voluntarias submetidas a avaliacédo
antropometria, da composi¢cdo corporal, de pressdo arterial, do nivetiddade fisica
ingestdo alimentar habitual e dados bioquimicos. Todos essesepas foram reavaliados
ao final do periodo A, final daashoute final do periodo B. Durante os periodos A e B,
foram realizadas avaliacfes antropomeétricas, do canslimentar, da pressao arterial e do

nivel de atividade fisica quinzenalmente durante as 5 semanas.

7.2.2 Selecdo amostral

Participaram deste estudo mulheres com sobrepeso eladesesidentes no bairro
Silvestre, municipio de Vicosa, MG, cadastradas na Egieatle Saude da Familia (ESF) -
Silvestre. O calculo do tamanho amostral foi realizadprs#go Mera, Thompson e Prasad
(1998) baseando-se em uma alteracdo do peso corporal de 6,4%oepdesdo de 4,6 kg de
acordo com Allisoret al. (2003), considerando um poder estatistico de 95%.
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Primeiramente foi realizada para pré-selecdo, na qualnmo do acesso aos
prontuérios da ESF, foram selecionadas mulheres que dpresardados de peso e altura, de
modo que fosse possivel realizar o célculo do IMC, utilizaoo critério inicial de selegéo,
além da idade entre 24 a 45 anos, e informacgfes atualideadesdereco ou numero de
telefone de modo a viabilizar o contato. Os demais crité@® inclusdo foram: habito de
ingerir leite no desjejum e auséncia da intengdo enaabgoadrao de atividade fisica durante
o periodo do estudo. Os critérios de exclusdo foram: destafactantes, mulheres
menopausadas ou ovariectomizadas, uso de antiinflamatélergiia ou intolerancia a
qualquer ingrediente ddC, uso de estratégia para reducdo de peso, uso de medicamento que
interfiria. com o metabolismo mineral 6sseo, presencaddenca renal ou doenca
gastrointestinal, histérico de doenga enddcrina, fratumas Ultimos seis meses e/ou
imobilizagdo por tempo superior a dois meses. Também faectuidas aquelas que
apresentaram oscilagdes maior que 5% no peso corporaltimas dois meses, de acordo
com o estudo de Malet al. (2010). Apds esclarecimento sobre o protocolo do estudo e
destino dos dados obtidos, as participantes assinarammo t&e consentimento livre e
esclarecido, permitindo sua participacdo no estudo, o qualpfovado previamente pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Udadediederal de Vicosa, Vicosa
- MG, Brasil (Ref. N° 009/2011).

7.2.3 Mistura de cereais sementes e graos

A mistura de cereais sementes e graos (MC) utilizade msstido foi baseada na
composi¢cdo da “Ragdo Humana”, respeitando os ingredientes e as devidas proporgoes
utilizadas pelo fabricanté& mistura de cereais, sementes e graos foi ofertadolastarias a
partir de umshakea base de leite, composto de 20 gMig, leite em po, chocolate em pé
com 50% de cacau ou achocolatado sabor morango, e gornanaaSemanalmente as
voluntarias recebiam sete embalagens individuaishaddke para realizar a reconstituicdo e o
consumo diario em substituicAo aos alimentos nornmbnengeridos no desjejum.
Semanalmente foram fornecidas quatro embalagens do shboolate e trés do sabor

morango. A quantidade de &gua utilizada para realizar a dil(i&3omL) foi mensurada em
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copo medidor padronizado, fornecido a cada voluntaria aw iddo estudo. As voluntarias

fizeram consumo diario de 150L do respectivehaketeste ou placebo.

7.2.4 Andlise da composi¢do quimica da mistura de cereais, sementes e geabss
shakes

O de umidade, cinzas, proteinas, lipidios, umidade, carbosgfitira alimentar total e
fracbes foram determinados segundssociation of Official Analytical Chemisé®AC
(2002). O conteudo de minerais foi quantificado por meio decsfi@ometria de absorcao
em plasma (GOMES JC, 1996). O teor de fitato foi determisadgando método proposto
por Latta e Eskin (1980).

7.2.5 Avaliacdo do consumo alimentar

A ingestao habitual de alimentos das voluntarias foi avadiatiss do inicio do estudo
(baseling por meio da aplicagcdo de um questionario de frequénomergbr qualitativo e
guantitativo, desenvolvido por Furlan-Viebig e Pastor-Val2B®4) para o estudo da relacéo
entre dieta e doencas cronicas nao transmissiveisa fegsa foi possivel obter informacgdes
sobre a qualidade e quantidade dos alimentos que faziam partetaahabitual das
voluntarias. O consumo de macronutrientes, fibras e migdoi avaliado utilizando o
softwareDietPro versao 5i. Foi feito o célculo da Necessidasiémada de Energia (EER)
utilizando a férmula para mulheres com sobre peso e daukEsi A partir de entdo, foi
realizada restricdo energética de 15%, aplicada em uro planentar desenvolvido para
cada uma das voluntérias, respeitando os habitos ieGestalimentares.

O consumo alimentar durante o estudo foi analisado a gartiegistro alimentar de
trés dias realizados em dias alternados, sendo um diaeurdimal de semana e dois dias
durante a semana. As voluntarias foram orientadas swimo preencher corretamente o
registro, e treinadas quanto a retratacdo de medidasasa$@s registros foram previamente

analisados juntamente a voluntaria e qualquer davida quartipcade alimento ou medida
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caseira utilizada foram esclarecidas. Em seguida, os dadoa compilados neoftware

DietPro® versao 5i.

7.2.5.1 indice de Qualidade da Dieta

O indice de qualidade de dieta foi calculado a partir do doéfwoposto por
Previdelliet al (2011) para avaliagdo qualitativa da ingestédo alimentavalantarias. Para a
avaliacao do 1QD-R foi utilizado o registro alimentar do pinm dia do registro de 72 horas.
O célculo do IQD-R foi realizado utilizando-sesoftware Stata, versdo 10.0, a partir da
programacao gentilmente disponibilizada pelos autores. Apg#dcalo, as dietas ingeridas
foram classificados de acordo com Goébwl (2006) baseado no trabalho de Bowreaal
(1998), em que o escore total obtido foi dividido em trésgoaites: abaixo de 51 pontes
“dieta inadequada”; entre 51 e 80 pontos — dieta que “necessita de modificagdes”; e superior a

80 pontos- dieta “saudavel”.

7.2.6 Avaliacdo do perfil de atividade fisica

O nivel habitual de atividade fisica foi avaliado por meiamlacacdo do Questionario
Internacional de Nivel de Atividade Fisica (IPAQ) curtorsée 6, proposto pela OMS

(1998), validado em portugués por Renato Pagdial (2001).

7.2.7 Avaliacdo antropométrica e de pressao arterial

O peso corporal foi aferido em balanca digital, com cdpaei para 150 kg e precisao
de 50 g. As voluntérias se apresentaram descalcas e faremdie roupas leveé. estatura
foi avaliada utilizando antropémetro vertical de platafqroman escala de 0,1 cm e extensao

de 2 metros. Os dados de peso e altura foram obtidos segumdcoanendacdes da OMS
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(DE ONIS e HABICHT, 1996)O IMC foi calculado dividindo o peso (kg) pela altura (m) ao
guadrado, sendo classificado de acordo com os pontos de oectmipados pela OMS
(WHO, 2000).

O perimetro da cintura foi aferido na cicatriz umbilicdm a voluntaria de pé,
durante a expiracdo normal, utilizando-se fita métnedastica. Para a classificacdo foram
utilizados os pontes de corte da OMS (1998) que categoriza @amwsabdominal em
mulheres de acordo com os niveis | (CCnl) com valore80da 88 cm e Il (CCnll) com
valores > 88 cm. Valores inferiores a 80 cm foram cormitss como adiposidade
abdominal adequada (ALBEREL al, 2009).

A pressao arterial foi aferida com o individuo sentajms repouso de no minimo
cinco minutos. As participantes foram orientadas a ngerinbebidas contendo cafeina nos
30 minutos que antecediam a avaliacdo. A pressao arterséefaa em aparelho de presséo
digital automatico (G. Tech, Linha Master) reconhecidda f®ociedade Brasileira de
Hipertens&o. Foram realizadas trés medidas e utilizac&dsa entre os valores. Quando
encontrados valores maiores que 4 mmHg foram realizawlzss rmedidas até que fosse
obtidas medidas com diferencas inferiores (SOCIEDADE BREHRA DE
HIPERTENSAO, 2010).

7.2.8 Composicao corporal e densitometria 6ssea

A avaliacdo da composicao corporal e densitometria dssaa realizadas por meio
do método de absormetria radioldégica de dupla energiXADEGE HealthCare, Lunar
Prodigy Advance) softwareespecializado (enCore, versao 13.31), permitandironstrucao
da imagem e dos tecidos subjacentes.

O exame foi realizado com a voluntaria deitada em decdbitsal sobre uma mesa
onde a fonte e o detector foram passados ao longo do.dapa a realizacdo da avaliacéo,
foi requerido quea voluntaria se apresentasse descalcga, utilizando apenavantal, sem
gualquer material metalico, apresentando-se ainda em jejeom a bexiga esvaziada.
ciclo menstrual das voluntarias foi respeitado, de neoeaitar avaliacbes nesse periodo.

Para a densitometria 0ssea foi calculado o Z escomelacdo a individuos da mesma

idade, sexo, peso e etnia. Foram considerados valoresisa@aqueles que se encontravam
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entre os limites: 2 DP < e > - 2DP de acordo com o Conserasileddo de Osteoporose
(PINTO NETOet al, 2002). Quanto a composicao corporal foi considerado riscalquan
proporcao de gordura corporal foi maior que 32% de acordo comdro(ir92).

7.2.9 Avaliacao dos parametros bioquimicos

Dentre os exames bioquimicos foram analisados: o marcad@ormacao 6ssea,
fosfatase alcalina especifica 6ssea (FAEO), o marcadasdercao 6ssea, interligadores C-
terminais do colageno tipo | (CTx), paratorménio séricoHRTélcio sérico (Ca s), calcio
ionico (Ca i), fosforo sérico (P s), hemoglobina (Himacias (Hm), hematdcrito (Ht),
ferritina, zinco eritrocitario (Zn e) e zinco plagtco (Zn p).

As voluntarias compareceramo laboratério em jejum de doze horas e foram
submetidas a coleta sanguinea a vacuor(lp fracionados em tubos soro gel para separacéo
e coleta do soro, e tubos contendo EDTA ou heparina emtimagulante para separacao e
coleta do plasma, de acordo com a necessidade do pardmoegfuémico a ser analisado.
Apds a coleta do material, com excecdo do tubo de hepdes@nado a analise do
hemograma, os demais foram centrifugados (350Q 20mminutos, 5 °C). O material para
dosagem de CTx, FAEO, PTH e ferritina foram destinados &aisanem laboratorio
terceirizado. O material biologico para avaliacdo dos tdepamametros foram armazenados
em ultra-freezer a temperatura de 280até 0 momento das analises.

O marcador FAEO foi mensurado no soro por meio de método de
guimioluminescéncia (Liaison, Diasorin®). Para o marcad®dx, o método empregado foi
eletroquimioluminométrico (Modular, Roche Diagnosticara®ormonio foi dosado por meio
do método eletroquimioluminescéncia (Modular, Roche Disiigg®). Quanto aos
parametros calcio sérico, célcio ibnico e fosforaceérestes foram mensurados por meio dos
métodos colorimétrico de ponto final para calcio e UV alet final para fésforo. Todos os
parametros foram dosados por meio de kits comerciail{B®) no analisador automatico
para quimica clinica BS 200 (Mindray®), calibrado com reagpate testes analiticos em
metodologias automatizadas e padrdes de nivel normal légiado O hemograma completo
foi analisado por meio do método de impedancia elétricat@f T890, Beckman Couter®)

ferritina pelo método de quimioluminescéncia (Centaur, &e®). Quanto aos parametros
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zinco eritrocitario e plasmatico, estes foram andtisapor meio de espectrometria de
absorcao atomica (GBC 908 AA spectrophotometer) (WHITEHORISH, 1982).

7.2.10 Escala de Analogia Visual

A Escala de Analogia Visual (VAS) foi utilizada para mensasasensacoes de fome,
saciedade (RABEN, TAGLIABUE e ASTRUP, 1995).

7.2.11 Analises Estatisticas

Todas as variaveis continuas foram analisadas quamtonzlidade por meio do teste
de Skewness/Kurtosis. Para aquelas variaveis com dis&dbuagrmal, foram expressam
média + desvio padrdo. As variaveis que nao apresentaigtnbuicdo normal foram
expressas como mediana e intervalo interquartil (P2994586). Estatistica descritiva foi
utilizada para descricdo das caracteristicas demografleaspopulacédo estudada. A
comparacao da composicédo quimica dos produtos utilizados ut dst feita utilizando o
teste de Tukey, exceto para a variavel fibra alimentamas fracdes, as quais ndo foram
possiveis realizar repeticdo do método. Para analisa@life®ncas entre as médias dos
tratamentos e as médias das mudancas nas variavesudio doi utilizado o testé de
Student para variaveis parameétricas ou seu correspondéasute, \Whitneypara dados néo
paramétricos conforme recomendado por Mitlal (2009)

A correlacdo de Pearson foi utilizada para analisarsacagdo das mudancas dos
parametros antropomeétricos e bioquimicos ou dietéticpmndo dados apresentaram
distribuicdo normal. Quaotaos dados ndo paramétricos, foi utilizada a correlagio d
Spearman. Para andlise dos dados referentes as senssladesadas a saciedade, foi
calculada a area abaixo da curva (AUC) por meio do métegezoidal para avaliarsa
sensacbes ddome’, “saciedade e desejo décomer mais em relacdo abaseline onde a
aplicacdo do método foi realizada da mesma formanpsem ingestdo dehake Os dados

foram testados quanto a normalidade sendo aplicado o tesh@atise de variancia de
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medidas repetidas (ANOVA RM) onde foram verificadas diferengas significativagesns
tratamentos, tempos e interagao entre tratamento x tempo

Os dados foram analisados utilizandsdftware Stata versdo 10.0. Para as analises
foi adotado nivel de significancia de 95%0,05).

7.3 Resultados

7.3.1 Voluntéarias

Dentre as 76 voluntarias que apresentavam os doisa¥itgiciais de selecao (IMC
entre 25 e 35 kg/fme faixa etaria de 24 a 45 anos), 32 atenderam aos dert@imsrde
inclusdo. Apenas 27 iniciaram o estudo, devido ao ndo compargoi as consultas iniciais
(baseling ou a recusa em participar da pesquisa. Dessas partisipaftinalizaram todas as
etapas do estudo, ja que as demais ndo compareceram pasdizacdo dos exames
bioquimicos ou por desisténcia. Dentre as voluntarias oadizhram o estudo, foram
incluidos os dados de 22, devido a dados incompletos. O petflagem do estudo esta
apresentado na Figura 2.

Em relacdo ao perfil s6cio-demografico da amostrag-satde mulheres com idade
média de 34,5 anos, casadas (90,1%), com escolaridade méjdbates. A renda familiar
média varia entre um e trés salarios minimos (86,386 a familia composta em média

por 3,2 membros e apresentam entre um e dois filhos (63,6%).
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76 voluntarias atenderam ao

itério de IMC > 25 e < 35 ka/m? Nio atenderam aos critérios de
critério de '>25e< 35 kg/m

selecdo (n=35)

Nao compareceram as triagens
F (n=06)
Recusaram a participar do estudo
32 voluntarias atenderam a todos (n=3)
os critérios de inclusao

Nao comparecimento a consulta (n=4)
Recusa em participar do estudo (n=1)

4

| 27 voluntarias randomizadas |
Grupo 1 Grupo 2
n=13) n=14
Perda por desisténcia (n=1) Nio comparecimento aos
Nio comparecunento aos exames (n=1)
exames (n=1) Fimalizaram o estudo (n=13)
Dados incompletos (n=2)

Finalizaram o estudo (n=11) Dados analisados (n=11)

Figura 2 - Perfil de triagem do estudo

7.3.2 Composicao da mistura de cereais, sementes e graos

A composicdo damistura de cereais, sementes e grédos encontra-se ra TaBe
MC apresentou alta densidade energética de 3,58 kc@CENTER FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2005), contribuindo com 71,6 kcal a cadggmde 20 g
utilizada para preparo daedakesngeridos pelas voluntarias. Trata-se de um produto nito e
carboidrato, proteina e fibra alimentar, principalmenteagdb sollivel. Este componente
contribui para o teor de fibra alimentar dsisakesteste e placebo sabores chocolate e
morango, sendo que para o sabor chocolate, o valorrdeafimentar total foi maior devido a
veiculacédo desse componente pelo chocolate em po.

Os shakesplacebo e teste apresentaram teor de proteina sirRi#d,4824). Os

shakesteste apresentaram conteudo de lipidio maisr0(0001) que oshakesplacebo.
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Contudo, osshakescontrole (morango e chocolate) apresentaram teoelsanmes assim
como osshakesintervencao (morango e chocolate). O conteudo de idaabms ndo diferiu
entre as bebidas do tratamento intervencdo, porém quaatlsadas aquelas referentes ao
controle, foi observado maior teor hakecontrole morangoR<0,0001). Essa diferenca
pode ser atribuida ao ingrediente utilizado para confdsorsabebida, que apresenta em sua
composicao elevado teor de acucar.

Quanto aos minerais, verificou-se conteudo de ferro rnmaie shakestestes, em
comparacdo as bebidas controle. Em cada por¢do de M@nudaspor dia (20 g) foi
ofertado 1,26 mg de ferro. O consumo de uma porcéo diariaGldoMcapaz de atender
15,5% da necessidade diaria do mineral. Quanto ao elevadaéeecdicio presente nas
bebidas, deve-se principalmente a presenca de leite despatgud. Cada porcdo dake
consumido diariamente pelas voluntarias durante o estoid@®ceu em média 291r8g de
calcio, e foi capaz de atingir 30% das necessidadessideicalcio para a faixa etaria, sendo
classificado como alimento rico em célcio (AGENCIA NACIONAE VIGILANCIA
SANITARIA, 1998).

A contribuicdo média do consumo disakesna oferta de zinco foi importante uma
vez que veicularam em média 1,45 mg de zinco por porcaogueorepresenta 21,4% das
necessidades diarias. As bebidas demonstraram ser asmslem fésforo, mineral encontrado
em abundancia em alimentos integrais, presentes na6¥IC43 mg.100) e no leite (1673
mg.100%, que contribuiram para o elevado teor do mineral nasl&ehbitilizadas no estudo
(NUCLEO DE ESTUDOS E PESQUISA EM ALIMENTOS, 2006). Alguns ingrediedizs
MC ricos em lipidios como gergelim e linhaca foram de gramg®rtancia para o elevado
teor de vitamina E noshakesteste. A por¢cdo de MC consumido contribuiu com 33% das
necessidades diarias desse nutriente, classificado alonento rico em vitamin&.

A partir dos dados da composicado quimica de mineraiste & MC foi possivel
calcular as raz6es molares referentes ao fitatmaeedacdo com os minerais ferro, célcio e
zinco. A razdo molar fitato: ferro (fitato:Fe) encodxdoi de 8,28 + 0,76 mMol, 4,01xt&
0,47 mMol para fitatoX célcio: zinco (fitatoXCa:Zn) e 10;88,89 mMol para fitato:zinco
(fitato:Zn).
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Tabela 1 -Composicao quimica em base secashakeautilizados no estudo

Componente Shake placebo Shake Placebo Shake Teste Shake Teste
(MédiazDP) morango Chocolate Morango Chocolate
0/100g

Umidade 4,72 +0,27 4,71 +0,27 6,67 £ 0,49 6,4 + 0,51
Cinza 5,31+0,15 5,49 + 0,08 4,11 +0,08 4,23 +0,08
Proteina 19,66 + 0,55 21,82 +0,48 19,89 + 0,00 20,62 + 0,84
Lipidio 4,83+0,48 6,24 + 0,44 13,24 +1,38 11,42 £ 0,22
Fibra Total* 2,69 +0,22 5,91 +0,22 10,54 + 1,13 15,12 + 0,00
Fibra Solavel* 0,05 + 0,00 2,64 £0,22 2,27 + 0,00 3,58 + 0,00
Fibra insolGvel* 2,64 +0,22 3,27 + 0,00 8,27 +1,13 11,54 + 0,00
Carboidrato 65,1+1,1% 55,8 +1,1% 4521 +1,18 42,19 +0,85
Energia (kcal) 379,41 + 1,67° 366,76 +1,23 382,64+11,6%1 354,13+2,3%
mg/100g

Ferro 2,84 £ 0,37 3,10 £ 0,43 4,23 +0,07 3,78+0,19
Zinco 2,24 +0,2% 2,83 +0,0§ 3,49 + 0,04 4,38+0,17
Célcio 899,0 +61,0 576,3 + 8,88 619,9+ 17,8 498,8 + 1,28
Sadio 6,35+0,15 4,57 +0,08 3,95+0,08 3,95+0,08
Manganés 0,00 + 0,08 0,00 + 0,08 2,82 +0,0f 3,08+0,23
Magnésio 933+7% 143,3+ 3,98 155,2 + 2,6% 181,3+6,35
Potassio 10,47 + 1,98 11,07 £ 0,78 17,06 +1,18 14,85+ 1,778
Fosforo 681,58 + 65,84 661,10 +23,51 670,38 +£21,54 721,77 +25,81
Cobre 0,00+ 0,06 0,62+ 0,0 0,4+0,02 0,68 + 0,007
Vitamina E ND ND 3,96 3,96

Fitato ND ND 0,123 0,123

Médias seguidas das mesmas lefras nas linhas e&erdientre si pelo tesie de Tuk&x0,05).

ND: ndo determinado.

* Realizada apenas uma repeticdo. Andlise estatiséio realizada.

7.3.3 Consumo alimentar

N&o houve alteragBes na ingestdo energética dastaodsn sendo nbaselinede
1.290,5 + 319,12 kcal/dia e ao finandpoin}, a mediana da ingestdo foi de 1.316,24 +

326,92 kcal/dia A distribuicdo dos macronutrientes também foi simii@ra ambos os
tratamentos, ndo sendo encontradas diferencasaselinee endpointde cada periodo de

intervencado (Tabela)2Por intermédio da correlacdo de Pearson foi possiseredr que a
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ingestdo de fibra alimentar correlaciorsgipositivamente com a ingestdo energética
(r=0,3956,p=0,0127).

Em relagcdo ao consumo de micronutrientes, houve aursgmtificativo para o grupo
teste baselinevs. endpoinj para ferro (0,24 + 0,26 vs. 1,67 = 0,39 mg/d#=0,0002),
fosforo (-51,22 + 25,75 vs. 195,01 + 26,11 mg/&a0,0001), zinco (-1,11 + 0,14 vs. 1,61 +
0,28 mg/dia,P<0,0001) e vitamina E (-1,31 £ 0,54 vs. 3,48 + 0,50 mg/@®=0,001).
Entretanto, ndo houve diferenca para o consumo de ¢&j97 + 32,97 vs. 35,52 + 36,13
mg/dia,P=0,5661).

Tabela 2 -Distribuicdo do consumo de macronutrientes durante o estudo

Baseline Endpoint

Componentes Grupo Grupo Grupo Grupo

Placebo Teste p* Placebo Teste pP*

(Média + DP) (Média + DP) (Média + DP) (Média = DP)
Carboidrato (%) 57,74+4,15 56,19+2,61 0,831 55,27+2,71 5516+3,13 0,979
Proteina(%) 16,57+ 0,78 16,99+0,42 0,641 18,13+0,88 18,24+0,77 0,929
Lipidio (%) 29,45+1,12 27,45+121 0,233 27,39+1,12 29,43+0,94 0,176
Fibra alimentar 13,77 +1,41 16,09+1,14 0,211 18,62+1,43 18,43+1,69 0,757

total (g/dia)
*Teste t pareao (P <0,05)

7.3.3.1 indice de Qualidade da Dieta

N&o houve diferencd¢0,05) quanto a pontuacdo do IQIR nos dois tratamentos.
Contudo, comparando lmaselinee o endpointdo tratamento teste, foi possivel perceber que
houve reducédo da pontuacdo para gordura saturada, 5,05 + 0,76/v&.0451 pontosP=
0,0001. Resultado contrario foi encontrado para Gord_AA, umaquezfoi observado
aumento da pontuacdo ao final do tratamento intervencdo,+5589 vs. 13,89 + 1,82
pontos,P= 0,0056.
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7.3.5 Atividade fisica, antropometria e composic¢ao corporal

O padrdo de atividade fisica das voluntarias ndo foi altedaniante o estudo.
Também ndo houve diferencas significativas quanto &ves antropométricas entre os dois
tratamentos(Tabela 3) Entretanto, houve tendéncia a significAncia para a reddgao
perimetro da cintutacom maior prevaléncia no tratamento teste quando compa@do
controle, -2,54 + 0,58 vs. -1,12 + 0,58 cR%0,059. Quando analisados as respostas dos
periodos A e B ao tratamento, houve maior reducéo por({@@/0434) no periodo A, -1,27
+ 0,41 vs. -0,20 + 0,28 kg para o0 grupo controle, enquanto o gntgreencao apresentou
maior perda de pes=0,0086) no periodo B, 0,08 + 0,29 vs. -1,38 + 0,36 kg. Nao houve
diferencas em relacdo a presséo arterial. Contudoalogses pressoricos apresentavam-se
dentro dos parametros considerados normais. Nao hofererdgias significativas quanto a

composicao corporal.

7.3.6 Saude 6ssea

Em relac&o as variaveis que se relacionam aos pacdnaket salde 6ssea (Tabela 3),
nao foi possivel observar diferencas entre os doianentos. Houve apenas reducédo da
massa 0ssea para 0 grupo intervencdo, proximo do valorigddicancia estatistica
(P=0,066), contudo sem nenhuma sinalizacdo de marcadores biaugideiarnoverosseo.

Dentre as variaveis antropométricas e de parametlasonados a saude Ossea, a
densidade mineral 6ssea e o IMC apresentaram assoctgieanr=0,3956P=0,0127).

7.3.7 Estado nutricional referente aos minerais ferro e zinco

Em relacdo ao estado nutricional do ferro, houve atonesignificativo da
concentracdo de hemoglobina no tratamento teste em agépao controle (Tabela 3). Os

valores de hemacias e hematdécrito, consequentemeatapacharam o comportamento da
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hemoglobina, -0,29 + 0,48 vs. 0,13 + 0,51 milhdesinfm0,0277 e -0,18 + 0,56 vs. 1.340,44
%, P=0,0378, respectivamente. Em relacdo ao estado nutriciorahcke néo foi possivel
observar nenhuma alterag&o significativa quanto aosnpén@s avaliados.

Os parametros de zinco eritrocitario e plasmatico césson-se a variavel
antropométrica IMC, independente do tratamento ou perdodestudo, sendo observada

associacao negativa entre zinco eritrocitario e NG0,5123P =0,0005.
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Tabela 3 -Mudanca nas variaveis antropométricas, metabdlibésgeimicas apos cinco semanas de tratamento

IMC: indice de Massa Corpoal; PC:Perimetro da cinfeAs5: Pressdo Arterial Sistélica; PAD: Presséo Art@iabtélica; MG: Massa gordurosa; MM: Massa magra; Massa 6ssea; DMO: Densidade Mineral Ossea; CTx:

L Grupo controle Grupo intervencéo (1) @ ®)

Variavies Basdline Endpoin Basdine Endpoint P P P
Média + DP Mediana (P25; P75) Média+ DP Mediana (P25; P75) MédiatDP Mediana (P25; P75) MédiatDP Mediana (P25; P75)

Peso (kg) 72,8+2,0 73,4(64,1;80,3) 72,1+2,1  71,2(63,3;81,6) 72,8 +2,0 72,4(64,481,2) 72,1+21 72,0(63,5;80,9) 0,962 0,916 0,924
IMC i 28,8+0,6  28,1(26,3;31,2) 28,4+0,6  27,8(26,0;31,1) 28,8+0,6 28,6 (25,9-31,2) 285+06  28,3(25,8;30,87) 0,860 0,916 0,759
(Kg/m)
PC (cm) 96,0+1,6  95,3(90;102,4) 949+1,7 94,6(88,5;106,1) 97,1+1,6 96 (91,4;103,5) 946+16  94,5(89;102,2) 0,631 0,894 0,059
PAS 120,2+4,5 118,5(110;120) 126,4+4,5 124 (115;132) 126,9+5,3 126 (111;134) 1245+55 119,5(108;136) 0,162 0,518 0,121
(mmHg)
PAD 78,5+2,8 80 (73;80) 75,1+4,1  73,5(68;84) 73,7+2,3 73 (67;80) 745+25 71 (66;79) 0,142 0,621 0,283
(mmHg)
MG (%) 39,9+0,9 39,9(37,7;44,2) 39,8+0,9 40,2(38;43,4) 40,5+0,9 40,4 (37,1,44,2) 39,8+0,9 39,7 (37,7;43,6) 0,672 0,989 0,196
MM (%) 56,6 +0,8 56,5(52,8;59,4) 56,59 +0,9 56,1(53,3,58,4) 56,0+ 0,9 56,1(52,7,59,5) 56,609 56,7 (53,3,59,2) 0,634 0,992 0,171
MO (Kg) 25+0,7 2,4 (2,2;2,6) 26+0,1 2,5(2,2;2,7) 25101 2,5(2,3;2,7) 25+006 2,5(2,2;2,8) 0,710 0,807 0,066
DMO 1,2+0,1 1,2(1,1;1,2) 1,2+0,01 1,2(1,14;1,23) 1,2+0,02 1,2(1,51,2) 1,2+0,01 1,2(1,1;1,2) 0,854 0,893 0,256
(g/en)
CTx 0,2+0,02 0,2(0,1;0,3) 0,2+0,02 0,2(0,16;0,27) 0,2 £0,03 0,2 (0,2;0,3) 0,3+0,03 0,2(0,2;0,3) 0,391 0,535 0,543
(ng/mL)
FAEO 104+12 9,3(5,8;14,4) 9,9+0,8 10 (7,1;12,8) 12,2+0,9 11,6 (9;15,9) 10,7+0,9 10,4 (8,3;14,3) 0,249 0,534 0,397
(Hg/)
PTH 39,7+29  37,6(28,1,59,0) 41,6 +3,4  37,7(31,4,52,7) 37,721 37,3(34,2;40,8) 453%3,7  42(35,3;49,3) 0,585 0,405 0,121
(pg/mL)
Cas(mg/dl) 8,7x0,1 8,7 (8,5:8,9) 8,8+0,1 8,7 (8,5;9,0) 8,9+£0,13 8,7 (8,6;9,1) 8,9+0,3 8,8 (8,5;9,7) 0,171 0,388 0,808
Cai(mg/dl) 51%004 51 (4,95,2) 51+004 514,952 5,2+0,08 5,0 (4,8;5,3) 51+£014 5,1(4,955) 0,285 0,679 0,576
Ps(mg/dl) 3.3%0,1 3,3(2,9;3,6) 3,801 3,3(3,1;3,6) 3,2+£0,09 3,0(2,8;3,4) 35£0,14 3,6 (2,9;3,80) 0,481 0,411 0,164
Zne 35,03+1,4 35,6(31,2;38,3) 31,57 £2,04 27,2 (24,2;39,0) 30,72+£2,02 28,3(25,5;33,5) 30,37 £1,21 29,9 (26,7; 34,1) 0,088 0,618 0,336
(HgZn/g Hb)
Znp 71,84+£6,5 61,7 (55,0;94,5) 63,63 £1,27 64,0 (59,0; 66,7) 69,63 4,39 62,3(60,0;75,0) 62,27+1,52 63,3(56,0; 67,65) 0,484 0,531 0,859
(HgimL)
Hb (g/dL) 12,91+0,4 13,3(12,9; 14,0) 12,93 +0,21 13,1(12,6; 13,6) 12,71 0,33 12,9(12,4;13,5) 13,26+0,31 13,7 (12,7; 14,1) 0,246 0,069 0,0001
Ferritina 72,51 £48,6 51,2(33;92,3) 71,26 £55,2 44,3 (30; 109,55) 69,83 +57,3 50 (28,5; 93,5) 68,75 £54,2 56,2 (33,5; 78,6) 0,860 0,884 0,2153
(ng/mL)

Interligadores C-terminais do Colageno tipo I; FAEOsTatase Alcalina especifica Ossea; PTH: Paratoon@ia s: Calcio sérico; Ca I: Calcio i0nico; P s: FOSE®NCO; Zn e: ZiNco ertrocitario;, Zn p: Zinco plasroat Hb:

Hemoglobina.. (1) valor de entre obaselines(2) valor dep entre oendpoints (3) valor dep entre as diferen¢aB<0,05 pelo teste t ou Mann Whitney
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7.3.8 Escala de Analogia Visual

Quantoassensacdes de saciedade, desejo de comer mais e &mnf|muve diferencas
entre 0s grupos intervencao e controle, assim coine @s tempos nos quais foram aplicados
o teste e interacdo entre os tratamentos aplicadesempos, conforme dados apresentados

nas Tabelas 4, 5 e 6, respectivamente.

Tabela 4 -Andlise de variancia considerando medidas repetidas paceemento da AUC

para a variavel “Saciedade” em fungdo dos tratamentos ¢ dos tempos de avaliagao

Efeitos Gl QM Pr>F **
Tratamento (TR) 1 11718070 0,3119
Erro a 46 11207168
Tempo (T) 2 89609 0,8651
GxT 2 1719561 0,0670
Errob 92 617491

***Nao houve d|férenga estatistica entre os tratawgnis tempos, bem como nao houve interagao enae@s|As varnaveis.

Tabela 5 -Analise de variancia considerando medidas repetidas paceemento da AUC

para a variavel “Comer Mais” em fun¢ao dos tratamentos e dos tempos de avaliacao

Efeitos Gl oM ProE *ox
Tratamento (TR) 1 1819127 0,5984
Erro a 46 6465439
Tempo (T) 2 507858 0,8129
GxT 2 1856436 0,4710
Erro b 92 2445445

**Nao houve diferenca estafistica entre os tratamg s tempos, bem como nao houve interacao etaE®KAS variaveis.
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Tabela 6 -Analise de variancia considerando medidas repetidas paceemento da AUC

para a variavel “Sensagéo dBome” em funcdo dos tratamentos e dos tempos de avaliagdo

Efeitos Gl QM Pr>F **x
Tratamento (TR) 1 2829685 0,5537
Erro a 46 7951194
Tempo (T) 2 3291224 0,3320
GxT 2 384416 0,8780
Erro b 92 2949350

***Nao houve diferenca estatistica entre os tratagnds tempos, bem como ndo houve interacao etfie@ss variaveis.

7.4 Discussao

Osshakesapresentaram boa qualidade quanto a composicao qugmitapalmene
em relagdo ao contetdo de minerais e vitamina E. E cansenkteratura cientifica que o
consumo de nutrientes com atividade antioxidante esta edwoha reducdo de risco de
ocorréncia de doencas graves como o cancer (LIPPMAAI, 2009). O zinco ainda esta
envolvido na estabilizacdo de membranas estruturais e pyotmgélar, prevenindo a
peroxidacao lipidica, uma vez que protege os grupos sulfiddl@sa oxidacao e participa da
estrutura da superoxido dismutase, sendo a atividade desta elizimuida pela deficiéncia
deste mineral (FAIRWEATHER-TAIT, 1988Além disso, € importante ressaltar que o maior
consumo de ferro observado no periodo de intervencéorésultado interessante, devido ao
periodo fisioldgico (idade reprodutiva) em que se ence@n&naostra avaliada, e aos riscos de
deficiéncia de ferro devidos as perdas menstruais relacisradsta faixa etaria (GROTTO,
2010). Esses resultados mostram que o aconselhamento natrigimtamente coma
incorporacdo de um alimento a base de cereais, semegt&gseintegrais, alterou o padréo
alimentar no que se diz respeito a qualidade da dieta, samdeno consumo de
micronutrientes com atividade antioxidante, importantes reducdo de risco do
desenvolvimento de doencas crbnicas nao transmissiveis.

Ao avaliar qualitativamente o consumo alimentar por rdeidQD — R, ndo houve
diferenca quanto a pontuacdo do indice em ambos osnéwatias. Contudo durante o
tratamento intervencdo houve menor consumo de gordiuunada, entretanto maior consumo

de GORD_AA (calorias provenientes de gordura sélida, goitdamna e bebidas alcodlicas).
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O aumento de GORD_AA nao era esperado, indicando que a pietarita nao foi
totalmente seguida pelas voluntarias. O resultado endontesse trabalhéjustificado pela
limitagdo que permeia os estudos de consumo alimentar,apet@s um dia de ingestdo é
avaliado (FISBERG, MARCHIONI e COLUCCI, 2009; PREVIDELIgt al, 2011) O
elevado consumo de determinados grupos alimentares no aialiicdo do consumo ndo é
capaz de determinar a qualidade habitual da dieta, e sim dagoelento especifico. Sao
necessarios, no minimo trés dias de registro alimepgagn que seja possivel iniciar uma
avaliacdo da qualidade habitual da dieta e que se obtenha dadssfidedignos
(THOMPSON e BYERS, 1994).

O consumo de um mistura de cereais, sementes e gapsteéicializou a reducéo
ponderal, uma vez que nao houve perda de peso estatistieadiierente do grupo controle,
durante o periodo de estudo. Entretanto, a reducdo do peridetcintura apresentou
tendéncia a significancia quando voluntarias submetidasatmmento teste, resultado de
grande importancia fisiologica e que sugere mudanca no pedrégtribuicdo de gordura
mesmo que ainda ndo acompanhada de reducéo ponderal sigaifiCapgrimetro da cintura
€ uma medida que reflete a obesidade visceral e estiaassa uma série de anormalidades
metabolicas que incluem resisténcia a insulina, alteraggmedil lipidico, diabetes tipo 2 e
doencas cardiovasculares (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008)

A reducdo dessa medida antropométrica pode ser estimpkldaingestdo de
alimentos ricos em fibra alimentar e 0 mecanismo a@d0 para tal fato decorre da acéo de
fatores hormonais, colonicos e relacionados as pogues intrinsecas da fibra alimentar
Tais fatores convergem para uma via Unica, que aumentaensacfo de saciacdo e
saciedade, diminuindo a ingestao alimentar, aumentando adigaleduzindo o depdsito de
lipidios, o que contribui para o controle ponderal (PERER.UDWIG, 2001) e até mesmo
para a modulacdo da distribuicdo de gordura corporal (ROMAGU&E al, 2009; DUet al,
2010; ROMAGUERAet al, 2010).

Quando analisados os resultados por periodo de intervénagd@ maior perda
ponderal no periodo A para o grupo controle, e para o0 gnig@weéncdo a maior reducao de
peso ocorreu no periodo B. Esse resultado demonstra que alpgrdso ocorreu de forma
mais rapida no grupo controle, o qual foi submetido apanasstricdo energética. Em
contrapartida, o grupo intervencdo apresentou reducdo demagésdenta. A velocidade da
perda de peso varia de acordo com o peso corporal e téddiiea de repouso, além disso,

individuos mais obesos apresentam perda de peso maiscapidana determinada ingestao
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energética quando comparado a uma pessoa mais leve, devittioa consumo de energia,
gerando um balango energético negativo, que se trataadanfats importante para perda de
peso ao longo do tempo, segurduerican Dietetic AssociatigfEAGLE et al, 2009).

O grupo intervengdo pode ter iniciado a perda ponderal dusam@icagdo do
tratamento controle, e potencializado a reducéo de pesotelaantervencdo com MC.
Enquanto que para o grupo controle, a maior perda de pesegfsirada no periodo A,
provavelmente devido ao efeito platd, mecanismo associadeaaesposta organica para a
restricdo calérica, como uma adaptacéo ou defesa do paraaima possivel privacao, onde
0 organismo apds adaptar-se a dieta restritiva, entra eraquitibrio entre o gasto e a
ingestado energética, dificultando a eficacia do tratamngéetreducdo ponderal (BOUCHARD,
2003). E importante ressaltar ainda, que o estudo foi condeaiddandividuos de vida livre,
de modo que a auséncia de resultados significativos podeéeresme&omportamento das
participantes do estudo.

O consumo alimentar foi acompanhado durante o estudo éotmito de controlar
fatores dietéticos que poderiam atuar no balanco energétpor sua vez na evolucdo
ponderal. Contudo, € conhecido na literatura que a sube&tnda; consumo de calorias
trata-se de uma pratica que geralmente ocorre em individoos excesso de peso
(JOHNSON, 2002). Ainda assim, a percepc¢ao do que poderia caimp0O‘dicta saudavel”,
pode gerar omissdo da ingestdo de alimentos com baixo wdfirional (PRYERet al,
1997). E possivel, portanto, que a ingestdo energética propostieceada para gerar
equilibrio energético negativo ndo remeta aos reswdtasioerados quanto a reducao de peso.

Em relacdo aos parametros que compdem a avaliacdo da Gssebe nacse
obserwu diferenca significativa nas variaveis ap0s o tratameontrole ou intervencaé
diferenca de massa 6ssea entre 0s tratamentostanmerdao intervencdo se mostrou proxima
do nivel de significanciap€0,066), o que poderia causar preocupacdo. Entretanto néo foi
acompanhada de modificacdes no marcador de ressorcdo @Egeds marcadores do
turnoverdsseo oferecem informacéao dinamica da condicdo asseayez que sdo capazes de
detectar mudancas mais rapidamente e sdo suficieneensemtsiveis para monitorar
efetivamente alteracdes agudas no processo de remodétsgE(BROWN et al, 2009). A
auséncia de variacdo significativa no CTx, que € predéajue ndo houve prejuizos 6sseos
relacionados a intervencdo a qual foram submetidaslast&rias. Essa afirmacdo pode ser

sustentada, uma vez que as alteracbes medidas pelo fa¥Asdo capazes de acusar
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modifica¢cdes agudas, sendo possiveis deteccdes no decoizad® meses (GLOVERt
al., 2008).

Foi possivel confirmar por meio dos dados antropométricodos parametros
relacionados a saude Gssea, correlacdo entre densidadal issea e IMC, associacdo essa
demonstrada na literatura (REID, 2002). Dentre as possiveikcaates para maior
densidade mineral 6ssea em pessoas com maior massacerpontra-se o efeito do peso
sobre o esqueleto e o efeito de hormdnios, adipocinasteinqas sinalizadoras produzidos
pelos adipdcitos, incluindo leptina e adiponectina que podean de forma a contribuir para
a densidade mineral 6ssea por meio de mecanismos ainda aid@ecidos (GOMEZ-
AMBROSI et al, 2008). Entretanto, resultados controversos foram relaueestudos onde
a obesidade nado foi considerada como fator protetor, ptregimte devido ao estado de
inflamacdo sub-clinica com aumento dos niveis de prot€in@ativa e citocinas pro-
inflamatorias como interleucinas 1 e 6 e fator de nearasoral o que podem apresentar-se
como estimulantes da atividade dos osteoclastos (GALLAGEeIBRI, 2010; GREC@t al,
2010).

Dentre os parametros bioquimicos que avaliaram o estadoiongl de ferro, os
grupos nao apresentavam deficiéncia do mineral, uma vezhemeglobina e ferritina
encontravam-se dentro dos padrdes de referéncia. Durtattamento teste houve aumento
significativo de hemoglobinaacompanhado de hemécias e hematdcrito, em comparacdo ao
tratamento controle. Esse aumento pode ser assocradim@ingestao de ferro que aumentou
significativamente durante o teste, devido a veiculacdoiderat pelaviC. Esse resultado foi
positivo, pois os componentes da MC sdo de origem vegeglfornece constituintes, como
fitato, que pode interferir biodisponibilidade de minerais. Acé fitato:ferro encontrada no
MC foi de 8,28 mMol, valor considerado elevado e prejudau@nto a absor¢cao do mineral
porem este prejuizo néo foi observado. Para que nam séjservados efeitos inibitorios, a
literatura indica que a relacdo seja 1:1 (GIBS&Nal, 2010). O processamento térmico é
capaz de quebrar o fitato em compostos com menos de cisfabof) 0 que evita efeitos
prejudiciais quanto a biodisponibilidade, uma vez que o e&ismmente observado para
moléculas com cinco ou seis fosfatos ligados (SILVAIeV8] 1999). Segundo Siqueiret
al. (2001), o farelo de trigo é rico em fitato, contudo durasteprocessamento, este cereal €
submetido a torrefacdo, processo que reduz significativansepiar¢cao que prejudicial a

biodisponibilidade de minerais. Um dos principais componentédd@@ o farelo de trigo e
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diante de tal afirmacdo, € possivel justificar a auaéde efeito prejudicial do fitato na
absorcao de ferro.

Quanto ao estado nutricional referente ao zinco,htfuwve diferenga significativa
para 0s parametros zinco eritrocitario e zinco pléisméadurante ambos os tratamentés.
razdo fitato:Zn encontrada paraMC foi de 10,83 mMol, sendo considerado de média
biodisponibilidade (HUNT, MATTHYS e JOHNSON, 1998; INTERNATIONAL ZINC
NUTRITION CONSULTATIVE et al, 2004). Estudo realizado com is6topos estaveis
mostrou que ao elevar a razdo molar de 4 para 15 mMol, h&ceda@bsorcédo de zinco em
25% (HUNT e BEISEIGEL, 2009). Os valores médios de zincooeitério encontrados
neste estudo para ambos os tratamentos estiveram amaixbervalo de referéncia assim
como encontrado por Ennes Dourado Fetral. (2011) e ainda foi encontrada associagao
negativa entre IMC e zinco eritrocitario. O estado fisiologico de inflamagdo “sub-clinica”
induzido pelo aumento na producdo de citocinas pro-inflamatériesrtisol gerados pelo
acumulo de tecido adiposo pode indua expressdo de metalotioneina e transportador de
zinco Zip 14 nos hepatoécitos, promovendo o acumulo deo zimac figado, 0 que pode
contribuir para a baixa concentracdo de zinco eritmei(@lUZZl et al, 2005; KIM et al,
2006).

Mesmo sem apresentar diferenca estatistica, € iampertessaltar que durante o
tratamento controle, a média da concentracao de zinsmg@igo nobaselineapresentava-se
dentro dos valores de referéncia, entretanto, ao #nabncentracdo apresentava-se baixa.
Para o tratamento intervencdo em ambos momentosneemiracdo meédia de zinco
plasmatico foi abaixo dos niveis considerados nornmfigresenca de calcio pode ser
prejudicial a absorcao de zinco, devido a formacao de exophinda menos sollveis entre
fitato-calcio-zinco (HUNT e BEISEIGEL, 2009). A razéo larofitatoXCa:Zn doshake
intervencao foi de 1,75 xfomMol, o que n&o prejudicaria a absorcdo de zinco, umauwe
os valores devem estar acima de 200 mMol (FERGUSOM, 1989) o que permite inferir
gue o teor de célcio ndo prejudicou a absorcédo de zintwddssapontam que a adicdo de
calcio em dietas/refeicbes com baixo teor de fitatw imgplicam em prejuizos a absorcéao de
zinco e até mesmo 0 aumento da absorcao de zinco eigbesf baseadas em graos integrais
guando adicionados derivados lacteos (SANDSTR&MI, 1980; HUNT e BEISEIGEL,
2009). Entretanto, o fitato é veiculado por meio de todadim®ntos de origem vegetal que
compdem a dieta, ndo somente pelo mix de cereaignsesne graos. Dessa forma, seria

necessario obter dados do conteddo de fitato da ingeftdEntar de um dia, a fim de
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verificar a razdo molar da dieta e possibilitar uma segbrecisa sobre os efeitos que os
componentes da dieta, dentre 0os quais 0 mix de cesemignhtes e graos se encontra, sobre a
biodisponibilidade de zinco neste estudo.

Saciacédo e saciedade sao as sensacdes que permeiamde fima refeicdo, onde
ha o desejo de interromper a ingestao alimentar e potemtre as refeicdo em que o desejo
de comer novamente sera inibido, respectivamente.n@@do de fibra auxilia no aumento
da saciedade (SLAVIN, 2005), contudo os distintos tipos da fhimentar influenciam
diferentemente a manutencdo da sensacdo de saciedade{Wilal, 2009). No presente
estudo nao foi possivel observar diferencas entre omgatas, possivelmente devido ao teor
relativamente baixo de fibra alimentar nas porcdesshake intervencdo, embora esse
conteudo de fibra possa representar uma dose possivel densemida pela populacdo em

uma refeiéo.

7.5 Conclusao

A mistura de cereais, sementes e g&@Bacdo Humana”) proporcionou veiculacao
de nutrientes essenciais para a adocao de uma alimestagivel e equilibrada por meio do
aumento do consumo de minerais e vitamina E, alem de maethms parametros ligados a
biodisponibilidade de ferro. No entanto, ndo alterou o padf@osaciedade, o que

consequentemente nao refletiu na composicao corpoaaitele ponderal.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho avaliou o efeito do consumo de untarenide cereais, sementes
e graos (Racdo Humana”) no estado nutricional dos minerais ferro e zinco,coatrole
ponderal, na composi¢cdo corporal e na saude Ossea. O pregiotdou nutrientes,
principalmente fibra alimentar, vitamina E e minerais.“Ragdo Humana” favoreceu o
aumento da absorcdo de ferro, em ambos estudos com aminmaismanos. No ensaio
biologico, a versadight apresentou a melhor biodisponibilidade, similar ao sulfatm$o,
utilizado como controle. No estudo clinico, houve melhsigmificativa dos parametros
ligados a absorgcéo de ferro, hemoglobina, hemacias e dmit@t durante o consumo de
“Racao Humana”.

O ensaio clinico apontou que o produto ndo promoveu reducdoae peslanca do
padrdao de composicdo corporal associado ao consumo deaimaegtritiva em energia, de
forma significativa, assim como nenhum efeito relacionadccontrole da saciedade foi
observado, assim como relacionado a saude Ossea. Botretéservou-se associacao
positiva entre densidade mineral 0ssea e indice de magzarat. Nao houve alteracéo
guanto ao estado nutricional referente ao zinco.

Verifica-se a necessidade de desenvolvimento de demais £stodo maior dose de
consumo diario de “Ra¢do Humana”, assim como a duragdo do periodo de consumo, a fim de
verificar possiveis mudancas quanto ao controle dadsaitdee suas consequéncias na perda
de peso e composicéo corporal, e se ha modificacopadriédo de salde 0ssea durante esse

periodo.

120



9 ANEXOS

9.1 Anexo A

MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

COMISSAO DE ETICA EM PESQUISA NO USO DE ANIMAIS
Campus Universitario - Vigosa, MG - 36570-000 - Telefone: (31) 3899-3783

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica para Uso de Animais CEUA/ UFV certifica
que o processo n.° 45/2011, intitulado “Efeito do consumo de Ragdo
Humana sobre a biodisponibilidade de ferro, marcador de estresse
oxidativo e pardmetros intestinais em ratos wistar” coordenado pela
Professora Hércia Stampini Duarte Martino, do Departamento de Nutrigdo
e Saude, estd de acordo com o Cddigo de Etica Profissional do Médico
Veterinario, com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal - COBEA e com a
legislagdo vigente, tendo sido aprovado por esta Comissdo em 22/11/2011.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the
process number 45/2011, named “Effect of the consumption of ‘ragdo
humana’ on iron bioavailability, markers of oxidative stress and
intestinal parameters on wistar rats" is in agreement with the Medical
Veterinary Professional Ethics Code, with the Ethical Principles for
Animal Research established by the Brazilian College for Animal
Experimentation (COBEA) and with actual Brazilian legislation. This
Institutional Commission on November 22, 2011 approved this
process.

Vigosa, 22“1de novembro de 2011.

Professor Claudio César Fonseca
Comissdo de Etica para o Uso de Animais da UFV- CEUA
Coordenador
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9.2 Anexo B

MINISTERIO DA EDUCACAO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

{ COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS
Campus Universitdrio - Vicosa, MG - 36570-000 - Telefone: (31) 3899-1269

By
_q'

Of. Ref. N° 009/2011/Comité de Etica

Vigosa, 18 de fevereiro de 2011.

Prezada Professora:

Cientificamos V. S% de que o Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos, em sua 1* Reunido de 2011, realizada em 18-2-2011,
analisou e aprovou, sob o aspecto ético, o projeto de pesquisa intitulado
Efeito da ragdo humana na perda de peso e na saiide dssea em mulheres
com sobrepeso/obesidade.

Atenciosamente,

Brroce L
Professor Gilberto Pdixdo Rosado
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
Presidente

Professora
Hércia Stampini Duarte Martino
Departamento de Nutri¢do e Satde

/rhs.
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9.3 Anexo C

Prefeitura Municipal de Vigosa
Praga do Rosario, 05 - Centro - CEP 36.570-000 - Vicosa - MG
Tel.: Geral: (31) 3891-3714 - Fax.: (31) 3891-7648
CNPJ: 18.132.449/0001-79

AUTORIZACAO

Autorizo a realizagdo da Pesquisa Cientifica com individuos do sexo feminino,
com obesidade e sobrepeso, idade cntre 30 e 45 anos. que freqlientam o Programa de
Satde da Familia do Bairro Silvestre.

A Pesquisa seré realizada pelas mestrandas do Programa de Pos-graduagdo em
Ciéncia da Nutricio da Universidade Federal de Vigosa Bérbara Nery e Natilia
Galdino, sob a orientagio das Professoras Sonia Maria Machado Ribeiro e Hércia

Stampini Duarte Martino, com a autorizagdo por escrito dos participantes.

Vigosa. 16 de dezembro de 2010.

123




9.4 Anexo D

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

“Concordo voluntariamente em me submeter a uma pesquisa, que tem comuamahjetliar

o efeito da racdo humana sobre na perda de peso e sa@dalésnulheres com sobrepeso e
obesidade, onde sera aferido as medidas antropomépésas altura e perimetro da cintura),
de composicéo corporal, de ingestao alimentar decorrdat@gervencao nutricional de 77
dias. Receberei a Ragcdo Humana que devera substitaié @@ manha. As outras refeicbes
serdo ingeridas conforme o habitual, em condi¢cdes de viga Tienho conhecimento de que
nao terei nenhum tipo de vantagem econdémica ou mapenigparticipar do estudo. Estou
ciente de que poderei abandonar a pesquisa em qualquer etapa désesewlvimento.
Concordo com a divulgacédo de meus dados no meio cientsimpre resguardando minha
individualidade e identificacéo. Estou suficientemente inémtonpelos membros do presente
estudo, sobre as condi¢cdes em que irdo ocorrer a elabaatjstribuicdo das refeicdes teste,

sob responsabilidade da professora Hércia Stampini Durt@nblag sua equipe de trabalho.

Assinaturas:

Responsavel pelo projeto NOME DO PESQUISADOR

Voluntario
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9.5 Anexo E

QUESTIONARIO SOCIOECONOMICO

1. Nome:

2. Estado civil:( ) solteira ( ) casada ( ) divorciada (iGy&
3. Profisséo:

4. Data de nascimento:

5. Quantos anos vocé estudou?

( ) Nenhum

()<1

()1a3

()d4a7

()8al0

()llal4

( ) 15 ou mais

6. Com quantas pessoas vocé reside?
()1 ()2 ()3 ()4 ()50umais

7. Qual é a sua renda mensal?

( ) ndo tem renda

( ) <1 salario minimo

( ) 1,1 a 3 salarios minimos

( ) 3,1 a 6 salarios minimos

( ) 6,1 a 10 salarios minimos

( ) > 10 salarios minimos
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OBS: salario minimo = R$ 545,00 (quinhentos e quarenta e cirisp rea
8. Qual é a renda mensal do seu grupo familiar?

( ) ndo tem renda

() <1 salario minimo

() 1,1 a 3 salarios minimos

( ) 3,1 a 6 salarios minimos

9.Quantos sao dependentes da renda?

()X ()2 ()3 ()4 ()50umais

10. Possui coleta de lixo? ) Sim () Nao

11. Moradia: ( ) casa propria ( ) alugada ( ) emprestada O{tros. Cite:
12. Possui agua encanadg?) Sim ( ) Néo

13. Possui rede de esgoto? ) Sim ( ) Néo
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9.6 Anexo F

ANEXO 5

Universidade Federal de Vigosa
Departamento de Nutri¢do e Saude

Questiondrio Internacional de Nivel de Atividade Fisica

(IPAQ - versdo 6)

Nome:

Data: / /

Idade : Sexo: F( )M{( )
Ocupagao:

Nés queremos saber quanto tempo vocé gasta fazendo atividade fisica
em uma semana NORMAL. Por favor, responda cada questdo mesmo
que considere que vocé ndo seja ativo. Para responder, considere as

atividades como: meio de transporte, no trabalho, exercicio e esporte.

la. Em quantos dias de uma semana normal, vocé realiza atividades LEVES ou
MODERADAS por pelo menos 10 minutos, que fagam vocé suar POUCO ou aumentam '
LEVEMENTE sua respira¢do ou batimentos do coragdo, como nadar, pedalar ou varrer:

(a) dias por SEMANA (b) N&o quero responder (c) Ndo sei responder

1b. Nos dias em que vocé faz este tipo de atividade, quanto tempo vocé gasta fazendo
essas atividades POR DIA?

(a) horas minutos (b) Ndo quero responder (c) N&o sei responder
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2a . Em quantos dias de uma semana normal, vocé realiza atividades VIGOROSAS por
pelo menos 10 minutos , que fagam vocé suar BASTANTE ou aumentem MUITO sua
respiracdo ou batimentos do corac3o, como correr e nadar répido ou fazer jogging:

(a) dias por SEMANA (b) N3o quero responder (c) N3o sei responder

2b. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades quanto tempo vocé gasta fazendo

essas atividades POR DIA?

(a) horas minutos (b) N&o quero responder (c) N3o sei responder

ATIVIDADE FiSICA NO TRABALHO
Pensando em todas as atividades que vocé tem feito no trabalho durante uma semana

normal:

1a. Atualmente, vocé trabalha ou faz trabalho voluntério fora de sua casa?

Sim ( ) No ( )

1b. Quantos dias de uma semana normal vocé trabalha? dias
Durante um dia normal de trabalho, quanto tempo vocé gasta:

1c. Andando rapido: horas minutos

1d. Fazendo atividades de esforco moderado como subir escadas ou carregar pesos

leves: horas minutos

le. Fazendo atividades. vigorosas como trabalho de construcdo pesada ou trabalhar

com enxada, escavar: horas minutos

ATIVIDADE FiSICA EM CASA
Agora, pensando em todas as atividades que vocé tem feito em casa durante uma

semana normal:
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2a . Em quantos dias de uma semana normal vocé faz atividades dentro da sua casa
por pelo menos 10 minutos de esfor¢o moderado como aspirar, varrer ou esfregar:

(a) dias por SEMANA (b) N3o quero responder (€) N3o sei responder

2b. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades quanto tempo vocé gasta fazendo

essas atividades POR DIA? horas minutos

2c. Em quantos dias de uma semana normal vocé faz atividades no jardim ou quintal
por pelo menos 10 minutos de esforco MODERADO como varrer, rastelar, podar:

(a) dias por SEMANA (b) N&o quero responder (c) N&o sei responder

2d. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades quanto tempo vocé gasta POR DIA?

horas minutos

2e. Em quantos dias de uma semana normal vocé faz atividades no jardim ou quintal
por pelo menos 10 minutos de esforco VIGOROSO ou forte como carpir, arar, lavar o
quintal:

(a) dias por SEMANA (b) N3o quero responder (c) N&o sei responder

2f. Nos dias que vocé faz este tipo de atividades quanto tempo vocé gasta POR DIA?

horas minutos

ATIVIDADE FiSICA COMO MEIO DE TRANSPORTE
Agora pense em relacdo a caminhar ou pedalar para ir de um lugar a outro em uma

semana normal:

3a. Em quantos dias de uma semana normal vocé caminha de forma rapida por pelo
menos 10 minutos para ir de um lugar para outro? (N&o inclua as caminhadas por
prazer ou exercicio)

(a) dias por SEMANA (b) N3o quero responder (c) N&o sei responder
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3b. Nos dias que vocé caminha para ir de um lugar para outro guanto tempo POR DIA
vocé gasta caminhando? (N&o inclua as caminhadas por prazer ou exercicio)

horas minutos

3c. Em quantos dias de uma semana normal vocé pedala répido por pelo menos 10
minutos para ir de um lugar para outro? (N&o inclua o pedalar por prazer ou exercicio)

(a) dias por SEMANA (b) N&o quero responder (c) N&o sei responder

3d. Nos dias que vocé pedala para ir de um lugar para outro quanto tempo POR DIA
vocé gasta pedalando? (N&o inclua o pedalar por prazer ou exercicio) horas

minutos

Por favor, cologue as suas observacBes, criticas e sugestdes em relacdo a este
questiondrio (construgdo e clareza das perguntas, formatacgdo, dificuldades, tempo

para responder, etc):
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9.7 Anexo G

Questionario sobre fome-sacieda(fitscala de Analogia Visuak VAS )
Nome: Fase:
Data: /| [ Horario:

Favor marcar na escala o que melhor reflete a susstagpara cada uma das questoes

Vocé gostaria de comer alguma coisa a mais?
Muito mais Nada mais

Quéo saciado vocé se sente agora?
Completamente vazio Nao aglern
mais nadg

Vocé se sente sedento?
Nao estou sedento Nunca estive taqg

O quanto vocé esta concentrado?
Nem um pouco Extremaments

O grau de tremor de suas méos é...
Nenhum Muito

Vocé gostaria de comer alguma coisa doce agora?
Nem um pouco Extremamente

Sua cabeca esta co¢cando neste momento?
Nem um pouco Extremamente

Quanta fome vocé sente agora?
Sem fome alguma Nunca estive ¢
fome

Vocé gostaria de comer alguma coisa gordurosa agora?
N&o, nenhum alimento gorduroso Sin

Vocé gostaria de comer alguma coisa salgada agora?
N&o, nenhum alimento salgado Sim
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9.8 Anexo H

Quantidade

Nuncaou<1
més

1-3 por
més

1 por
sem.

2-4 por
sem.

5-6 por
sem.

1 por
dia

2-3 por
dia

4-5 por
dia

6+ por
dia

Leite e produtos lacteos

. Leite integral

. Leite desnatado ou semi-desnatado

. Creme de leite

logurte natural/ polpa

. Queijos brancos

I
1
2
3
4.
5
6

. Queijos amarelos

Carnes, pescados e ovos

7.

Ovo (frito/ mexido/ poche)

. Frango (cozido/ assado/ frito)

. Carne bovina (bife/ panela)

10.

Estrogonofe

11.

Panqueca de carne

12.

Hamburguer/ cheeseburguer

13.

Carne suina (lombo/ bisteca)

14.

Figado

15.

Visceras de frango (miados)

16.

Mortadela, presunto

17.

Linguica/ salsicha

18.

Bacon/ toucinho

19.

Peixe (cozido/ assado/ frito)

20.

Atum/sardinha em conserva
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21.

Camarao

lll. Verduras e legumes

22. Alface/ escarola

23. Acelga

24. Repolho

25. Agrido/ Almeirdo

26. Brocolis/ couve-flor/ couve

27. Tomate

28. Cenoura

29. Ab6bora

30. Alho/ cebola

31. Legumes: jilé/ berinjela/ pepino

32.

Legumes: abobrinha/ beterraba

V.

Frutas e sucos naturais

33.

Laranjas/ Mexerica

34.

Suco de laranja

35.

Suco de liméo

36.

Bananas

37.

Suco de maracuja

38.

Abacaxi/ Suco

39.

Maca/ Péra

40.

Mamao papaya/ Suco

41.

Morangos

42.

Caqui

43.

Abacate

44,

Melao/Melancia/ Suco

45.

Suco de caju

46.

Suco de acerola
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47.

Uvas

48.

Manga/ Suco

49.

Outras Frutas: péssego/ figo/ ameixa

50.

Oleaginosas (amendoim, castanhas)

51.

Azeitonas

V. Paes cereais, tubérculos e leguminosas

52.

Pao francés

53.

Pao de forma/ caseiro/ bisnaga

54.

Pao integral/ diet

55.

Cereais matinais

56.

Milho verde

57.

Batata cozida/ puré/ assada

58.

Batatas fritas

59.

Arroz cozido

60.

Polenta

61.

Mandioca cozida

62.

Farinhas/ farofa

63.

Macarrdo/ massas/ instantaneo

64.

Feijao cozido

65.

Feijao branco/ ervilha/ lentilha

VL.

Oleos e gorduras

67.

Oleo de soja/ milho/ canola/ girassol

68.

Margarina

69.

Manteiga

VII.

Doces, salgadinhos e guloseimas

70.

Chocolates variados

71.

Achocolatado

72.

Sobremesas cremosas (pudim/ manjar
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73.

Doce de frutas (calda/ barra)

74.

Sorvetes cremosos

75.

Doces de bar (amendoim/ leite/ suspiro

76.

Salgadinhos de bar (esfiha/ coxinha/ pastel)

77.

Biscoito salgado agua e sal/ cream cracker

78.

Biscoito doce maisena /leite/ maria

79.

Biscoito doce recheado

80.

Bolo simples

81.

Bolo/torta recheado/ com frutas

82.

Torta salgada

83.

Pizza

84.

Pao de queijo

VIIl. Bebidas

85.

Refrigerantes (cola/ lim&o/ laranja/ guarana)

86.

Cerveja

87.

Vinho

88.

Outras bebidas alcodlicas: pinga/ uisqu

89.

Cha mate/ preto infusao

90.

Café (com agucar/ sem acucar)

91.

Suco artificial em p6

IX.

Preparacdes e Miscelaneas

92.

Acucar para adi¢do

93.

Sopa legumes/ feijdo/ canja

94.

Molho de Maionese

95.

Salada de legumes com maionese

96.

Molhos industrializados: catchup/ mostarda

97.

Molho de tomate

98.

Extrato de soja
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