D¢/
A

UNIVERSIDADE
EDUARDO
MONDLANE

Faculdade de Engenharia

Departamento de Engenharia Quimica

Suzana Guerreiro da Cruz

Avaliacéo do suco de folhas frescas de mandioca (Manihot esculenta,

Crantz) como suplemento nutricional de ferro

Maputo, 21 Agosto de 2020



D¢/
AP\

UNIVERSIDADE
EDUARDO
MONDLANE

Faculdade de Engenharia

Departamento de Engenharia Quimica

Avaliacéo do suco de folhas frescas de mandioca (Manihot

esculenta, Crantz) como suplemento nutricional de ferro

Estudante: Suzana Guerreiro da Cruz

Supervisor: Prof. Doutor Cristiano Macuamule

Maputo, 21 agosto de 2020


https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0CAcQjRw&url=https://www.flickr.com/photos/edgrandisoli/6782002932/&ei=0-dIVJzDCpTe7Aa_-4CgBA&bvm=bv.77880786,d.ZGU&psig=AFQjCNH_icJkWceQn89uilxtCpE-A0HJCg&ust=1414150298668517

Avaliacao do suco de folhas frescas de mandioca como suplemento nutricional de ferro

Declaracéo de originalidade

Declaro que esta dissertagdo nunca foi apresentada para a obtencéo de qualquer grau ou num
outro &mbito e que constitui o resultado do meu trabalho individual. Esta dissertagcdo é
apresentada em cumprimento dos requisitos para a obtencdo do grau de Mestre, pela

Universidade Eduardo Mondlane.

Suzana Guerreiro da Cruz Data



Avaliacao do suco de folhas frescas de mandioca como suplemento nutricional de ferro

Agradecimentos

Ao Instituto de Investigacdo Agraria de Mocambique pelo apoio que me foi prestado,
particularmente a Estacdo Agraria de Umbeluzi (especialmente ao Dr. Sofrimento), por terem
cedido as machambas para a colheita das folhas de mandioca durante pré-ensaio e o

desenvolvimento do estudo.

Ao Prof. Doutor Cristiano Macuamule, pela orientacdo no desenvolvimento deste trabalho e

acima de tudo, o apoio prestado no momento que precisei.

A todos os trabalhadores do Biotério e ndo sO, da Faculdade de Veterinaria da Universidade
Eduardo Mondlane em especial ao Dr. Alberto Dimande, Ana Paula Jamisse, Sr. Nilton
Samuel Matsinhe, Sr. Reginaldo Chandrique e dr. Benedito Flor Gilberto, sem me esquecer

da Doutora Gaby Monteiro, pelo apoio, amizade e ensinamentos que partilharam comigo.

A Doutora Eng? Irene de Carvalho que contribuiu com o seu conhecimento na minha
orientacdo na fase inicial deste estudo, me incentivou e deu muita forca para materializacao
do trabalho.

Aos meus colegas de turma, pela oportunidade de interac¢do, amizade, apoio e confianca.

Ao Prof. Doutor José da Cruz, pela motivacdo em me ver concluir este curso, 0 meu muito

obrigado.

Aos meus filhos Eldine da Cruz Ferreira e Kleiton da Cruz Ferreira pela paciéncia e

compreensdo nos momentos de auséncia.

A Deus, pois sem ELE nada disto seria possivel.

Dedico, a todos que de alguma forma ajudaram e vivenciaram este trabalho.
A minha mé&e Josefa Niquice;

Ao meu grande amigo e companheiro Castigo Chemane;

A0 meu esposo Orlando Artur Ferreira (in memorian);

Por todo amor e dedicacédo direccionados a minha pessoa.

ii



Avaliacao do suco de folhas frescas de mandioca como suplemento nutricional de ferro

indice

IO 101 oo [T Lo PSSR 10
1.1 JUSHITICAEIVA ..ottt re e sttt r e sbe et eaneenbeeneeenes 15
2. ODJECHIVOS U0 BSTUAOD .......eeeitiiiiieeiieee ettt bbbt 16
P O o] 1= Tod (1Yo I T=1 - 1 OSSR 16
2.2 ODJECtiVOS ESPECITICOS ...viuvieiiiiieiie ettt esaaesre e e e nreenne e 16
T o 1010 (=T OSSPSR 17
A, CONIITDUIGAD. .....cevieeetiei ettt bbbttt b ettt 18
5. ReViS80 DIDIIOGIATICA .......coieiiiiie e 19
5.1 Mandioca (Manihot esculenta-Crantz) ............ccceveeieieeie s 19
5.2 Cultivo e uso da mandioca em Mogambique € N0 MUNAO .........covevveieeriiiiie s, 21
5.3 Principais variedades (cultivares) de mandioCa...........cccerererirenieiienenese e, 23
5.3.1 Variedade cultivadas em MOGamMDBIQUE .........c.coiiiiierierierie e 24
5.4 Processamento e consumO da MANAIOCA ..........ccvrieieirrierienie st 24
5.4.1 Consumo das folhas de mandioca (Matapa) ............ccceerueerveieeiesiieseese e 25
5.5 Aspectos nutricionais e antinutricionais da mandioca...........cccevveeerieeresiesieeseee e, 27
6. Materiais € MELOUOS ......ccveviieiieie et ettt se e e e e s e aestesreeseeneeneeneens 32
6.1 Colheita do material DOTANICO ........cveiiiiiiiieiere s 32
6.2 Preparacdo do suco de folhas frescas de mandioca .............cccccveveeieiieci e, 33
6.3 ANIMAIS BM EXPEITENCIA. ...e.veviieieieiieie sttt b e bbbt 34
6.4 Administracdo do suco de folhas frescas de Mandioca............ccocveereereniienieseeeeee e, 35
6.5 Analises bioquimicas € fiSIOIOQICAS ..........cceiieiieiiiie e 35
6.6 EQUIPAMENO ULIIIZAUO ........cveiiieiie et 35
6.7 Avaliacéo de toxicidade aguda do suco de folhas frescas de mandioca............cccceeveneen. 36
6.8 Avaliacéo da toxicidade subaguda do suco de folhas frescas de mandioca....................... 37
6.9 ANALISES 1aDOIAtONIAIS. ... c.viviieieieeieieie et 39
6.9.1 Par@metros hematOlOQiCOS .........eciviiiiiieeie ettt 39
6.9.2 MONItOria da tEMPEIATUIA........ciieieierierie ettt 39
6.9.3 Consumo de agua e alimento NOS MUIGaNNO0S.........cccoivieriiirinieee e, 40
6.10 ANALISES ESTALISTICAS ....vevveviitiiieeiieieie ettt e e e 41
7. RESUITAU0S € TISCUSSAOD ... ceuveeueiiieitieiesiie ettt sttt et sbeeste st e be et e st e sbeenneeneeeneenne e 42
7.1 Avaliacéo da toxicidade aguda (DOSE UNICA)........cceevereerieiiieriereeieseesie e see e eeeseeneens 42
7.2 Avaliacdo da toxicidade SUDAQUUA............cceiieiieiiiie e 48

iii



Avaliacao do suco de folhas frescas de mandioca como suplemento nutricional de ferro

7.2.1 Determinacéo dos niveis de hemoglobina ...........ccoiveii i, 48
7.2.2 Determinacédo dos niveis de enzimas hePatiCas ..........cccvevvevverveiiesieere e, 49
7.3. Consumo de 4gua dOS MUIGANNOS.........cviiieieiiiie ettt et 55
7.4. Avaliagcao comportamental ...........ccooiiiiiiiii e 56
7.5. Avaliacdo macroscopica de Orgaos € tECIAOS. ......c.viveieerreeieeriere e 57
8. CONCIUSDES ...ttt ettt bbbttt b et e et e bt bbb neene e 60
0. RECOMENUAGDOES. ... ettt bbbttt b e bbbt 61
10. Constragimentos e consideragies FINAIS ...........coviieriririiire e 62
I Gy =T =10 T T SO RPR USRI 65
AANIEXO ..t bbb e e Rt R £ e R et e R e e Re e R e e Rn e R e e nRe e e ne e nnreennes 71

iv



Avaliacao do suco de folhas frescas de mandioca como suplemento nutricional de ferro

indice de tabelas

Tabela 1- Composicédo nutricional do tubérculo e das folhas de mandioca. 27

Tabela 2 - Composicao nutricional da dieta padréo (racdo A2 tipo pellets) administrada aos

murganhos. 31

Tabela 3 - Tratamento de murganhos para ensaios de toxicidade aguda do suco de folhas

frescas de mandioca. 33

Tabela 4 - —Tratamento de murganhos para ensaios de toxicidade subaguda durante 30 dias
35
Tabela 5 — Valores de hemoglobina em murganhos tratados com dose Unica de 300 mg/Kg

de suco de folhas frescas de mandioca (SFF) e observados durante 14 dias. 40

Tabela 6 — Valores de hemoglobina em murganhos tratados com diferentes doses de suco de

folhas frescas de mandioca e observados durante 30 dias. 43

Tabela 7 - Variagdo dos niveis de ALT, AST, Creatinina e Uréia durante 30 dias de

administracao de diferentes doses de suco de folhas frescas de mandioca. 48

Tabela 8: Valores de consumo de &dgua por animais tratados com diferentes doses de suco de

folhas frescas de mandioca durante um periodo de 30 dias. 50



Avaliacao do suco de folhas frescas de mandioca como suplemento nutricional de ferro

Indice de figuras
Figura 1 - (A) Pé de mandioca/Mandioqueira (Manihot esculenta-Crantz), (B) Detalhe das
folhas de mandioca, (C) Detalhe das raizes (Mandioca) 17

Figura 2 - Produgédo da mandioca em Mogambique. 19

Figura 3- Localizagdo geografica do distrito de Boane e indicagdo do local de colheira de

amostras de material botanico. 29

Figura 4 - Gaiola plastica com grade metalica e garrafa-bebedouro pléstico graduado. 31

Figura 5 - (A) — Murganho e agulha de ponta romba usada para administracéo de tratamentos

32
Figura 6 - (A) — Pungéo cauda para colheira de sangue de murganho.(B) — Colheita de
sangue de murgnaho em tubo capilar microhematdcrito para analises hematoldgicas de
toxicidade aguda do suco de folhas frescas de mandioca. 34

Figura 7 - Variacao dos niveis de ALT (A), AST (B), Creatinina (C) e Ureia (D) durante 14

dias em animais administrados 300 mg/Kg de extracto de folhas frescas de mandica. 41

Figura 8 - Variacdo do peso dos animais tratados com 300 mg/Kg de extracto de folhas

frescas de mandioca durante 14 dias de observacéo. 42

Figura 9 — Variagéo do peso dos animais tratados com diferentes doses de suco de folhas

frescas de mandioca durante 30 dias. 49

Figura 10 - Fotograficas de murganhos antes e depois de sacrificados humanamente para
exame de lesdes tumefacientes ap6s administracdo de suco de folhas frescas de madioca. (A)
Animal com pélo ericado e tumefacdo na porcdo ventral do pescoco, (B) Animal com
tumefacdo na parte lateral da cabeca; (C) e (D) Animais com incisdo ventral para exame

macroscopico de orgaos e tecidos da cavidade abdominal e toraxica. 51

vi



Avaliacao do suco de folhas frescas de mandioca como suplemento nutricional de ferro

Resumo

Mandioca é uma planta perene, arbustiva, pertencente a familia Euphorbiaceae cuja altura
varia entre 1 e 5 metros. Suas folhas sdo palmadas, com varia¢cbes no tamanho, coloracéo,
namero e forma dos l6bulos. A parte aérea da mandioca é aproveitavel para alimentacao,
sendo o terco superior mais rico do ponto de vista nutricional. A composi¢do quimica e
nutricional das folhas varia em funcdo da qualidade, variedade e idade da planta, factores
climéticos, fertilidade do solo e propor¢éo entre folhas e talos. As folhas de mandioca contém
elevados teores de proteinas, minerais, principalmente ferro, manganés, magnésio, zinco;
fibras, polifenois e inibidores de proteases. Contém ainda glicosideos cianogénicos,
linamarina e lotaustralina que apds hidrolise libertam &cido cianidrico, toxico aos seres

humanos, havendo formas de reduzir significativamente o teor dessas substancias.

Diversas populagdes usam o suco de folhas de mandioca para tratamento de anemia. Este
trabalho foi desenvolvido com objectivo de avaliar o efeito da ingestdo do suco de folhas
frescas de mandioca como suplemento nutricional de ferro usando 36 murganhos como
animais experimentais. Folhas de mandioca foram trituradas e de seguida prepadas solucdes
nas concentracfes de 0.2, 0.25, 0.3, 0.5 e 1.0 mg/ml. As solucGes foram administradas por
gavagem a murganhos nas doses de 0.6 a 3.1 mg/Kg durante trinta dias. Os resultados
sugerem que o suco de folhas frescas de mandioca induz aumento dose-dependente da
libertacdo de enzimas hepaticas e do nivel de hemoglobina. O suco das folhas frescas de
mandioca induz também sinais de intoxicacdo, representados pelo aparecimento de

tumefacdes na regido ventral e lateral do tecido subcutaneo dos animais.

Palavras-chave: Manihot esculenta, folhas frescas de mandioca, suplementacéo de ferro,

actividade nutricional, toxicidade.
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Abstract

Cassava is a perennial, shrubby plant, belonging to the Euphorbiaceae family whose height
varies between 1 and 5 meters. Its leaves are webbed, with variations in the size, color,
number and shape of the lobes. The aerial part of the cassava is usable for food, being the
upper third richer from a nutritional point of view. The chemical and nutritional composition
of the leaves varies depending on the quality, variety and age of the plant, climatic factors,
soil fertility and proportion between leaves and stems. Cassava leaves contain high levels of
proteins, minerals, mainly iron, manganese, magnesium, zinc; fibers, polyphenols and
protease inhibitors. They also contain cyanogenic glycosides, linamarin and lotaustraline
which, after hydrolysis, release hydrocyanic acid, which is toxic to humans, and there are

ways to reduce the content of these substances significantly.

Several populations use the juice of cassava leaves to treat anemia. This work was developed
to evaluate the effect of taking fresh cassava leaves juice as a nutritional iron supplement
using 36 mices as experimental animals. Cassava leaves were crushed and then solutions in
concentrations of 0.2, 0.25, 0.3, 0.5 and 1.0 mg/ml were prepared. The solutions were
administered by gavage to mice at doses of 0.6 to 3.1 mg/kg for thirty days. The results
suggest that the juice of fresh cassava leaves induces a dose-dependent increase in the release
of liver enzymes and the level of hemoglobin. The juice of fresh cassava leaves also induces
signs of intoxication, represented by the appearance of swelling lesions in the ventral and

lateral area of the subcutaneous tissue in animals.

Keywords: Manihot esculenta, fresh cassava leaves, iron supplementation, nutritional

activity, toxicity.
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1. Introducéo

O ferro é um elemento classificado como micro nutriente, por ser um mineral necessario em
pequenas quantidades diarias (miligramas ou microgramas), para manutencdo da normalidade
metabdlica e funcionamento adequado das células (Silva, 2011). A distribuicdo desse mineral
acontece em duas formas: a forma heme, encontrada em carnes e visceras sob a forma de
hemoglobina e mioglobina, e a forma ndo-heme, que é encontrada em alimentos de origem

vegetal (Daniel & Martins, 2006).

O ferro é vital para a homeostase celular sendo indispensavel para o transporte de oxigénio,
para a sintese de DNA e metabolismo energético. E um cofator importante para enzimas da
cadeia respiratoria mitocondrial e na fixacdo do nitrogénio. Nos mamiferos é utilizado
principalmente na sintese da hemoglobina (Hb) nos eritroblastos, da mioglobina nos
musculos e dos citocromos no figado. Um individuo adulto tem no seu organismo de 4 a 5g

de ferro, sendo que cerca de 2,5g na forma de Hemoglobina (Grotto, 2008).

Oliveira e Marchini (2008) explicam a importancia do ferro e a formagdo da hemoglobina
com a participacdo deste metal. A maior parte do ferro corporeo esta ligada a hemoglobina no
sangue ou a mioglobina nos masculos; outra parte esta ligada as enzimas no interior de cada
célula do organismo. O ferro tido como ferro ndo-funcional esta armazenado no figado, no
baco, na medula dssea ou na circulacdo sanguinea. Uma das funcfes mais conhecidas do
ferro decorre de sua presenca como elemento estrutural do grupo heme na hemoglobina,
proteina responsavel pelo transporte de oxigénio e do gas carbénico no sangue. Quando o
sangue passa pelos capilares pulmonares, o oxigénio presente nos alvéolos se liga a
hemoglobina das hemacias, que serdo distribuidas na circulagéo arterial, para oxigenacéo dos

tecidos corporeos.

De uma dieta habitual de 14 mg de ferro, apenas 1 a 2 mg séo absorvidas pelo organismo, ou
seja, 5 a 10%. De facto, a deficiéncia deste mineral é responséavel pela doenca nutricional
mais comum no mundo, a anemia ferropénica ou nutricional, a qual tem por principal causa a
ingestdo insuficiente, perda excessiva ou absorcdo inadequada de ferro (Silva, 1994). A
anemia nutricional é definida pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) como um estado

em que a concentracdo de hemoglobina sanguinea é anormalmente baixa em consequéncia da

Dissertagdo MSc Tecnologia de Alimentos - Suzana da Cruz
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caréncia de um ou mais nutrientes, qualquer que seja a origem desta caréncia. Dada a
frequéncia com que ocorre por deficiéncia de ferro (mais de 90% dos casos), a anemia tem

sido vista como sindnimo de deficiéncia de ferro.

A deficiéncia de ferro acarreta consequéncias para todo o organismo, sendo a anemia a
manifestacdo mais relevante. Por outro lado, 0 acimulo ou excesso de ferro € extremamente
nocivo para os tecidos, uma vez que o ferro livre promove a sintese de espécies reativas de
oxigénio que sdo toxicas e lesam proteinas, lipidos e DNA. Portanto, é necessario que haja
um equilibrio perfeito no metabolismo do ferro, de modo que ndo haja falta ou excesso do
mesmo. Essa homeostase vai possibilitar a manutencdo das funcdes celulares essenciais e ao

mesmo tempo evitar possiveis danos teciduais (Grotto, 2008).

Por ser uma enfermidade sistémica, os danos ocasionados, bem como seus sintomas,
apresentam-se conforme a idade e os 6rgdos afectados. Nas criangas, hd um aumento da
mortalidade e susceptibilidade a infeccBGes, além de danos cerebrais e alteracbes no
desenvolvimento fisico e cognitivo que levam a uma diminui¢do da actividade. Quanto aos
adultos, suas consequéncias deletérias levam a uma diminuicdo na capacidade para o
trabalho, trazendo consequéncias negativas tanto no ambito individual como populacional
(Andrade, 2004). Devido as consequéncias ja bem conhecidos por deficiéncia de ferro, a
OMS categoriza esta condicdo como um dos dez problemas mais sérios de saide no mundo

actual.

A anemia e a deficiéncia de ferro afectam mais de 3,5 bilhdes de individuos no mundo em
desenvolvimento. A Organizagdo Pan-Americana de Salde estima que para cada pessoa com
anemia, exista pelo menos, mais uma com deficiéncia de ferro. Assim, numa populagdo com
50% de criangas com anemia, 100% de facto s&o deficientes em ferro. Criancas e gestantes
representam um grupo com grande vulnerabilidade a esta caréncia, em virtude do aumento
das necessidades de ferro, induzidas pela rapida expansdo de globulos vermelha e pelo
crescimento acentuado dos tecidos (Silva & Camargos, 2006). De acordo com Cambaza
(2013), a anemia tem sido uma das causas mais comuns de morte sendo responsavel por cerca

de 20% da mortalidade materna em paises da Africa Subsariana, incluindo Mocambique,

Dissertagdo MSc Tecnologia de Alimentos - Suzana da Cruz
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onde em particular, as mulheres gestantes e criangas recém-nascidas sdo 0s grupos mais

afectados, 50% em 2002.

O paradima historicamente mais remoto dos modelos de prevencdo e tratamento consistia na
utilizagdo de um prego implantado em um limdo, consumindo-se o suco da fruta no dia,
constituindo uma engenhosa estratégia de uso simultaneo de ferro (a conhecida ”ferrugem”
que manchava de vermelho escuro o limdo)e vitamina C até entdo desconhecida. Esta pratica
constituia a mais engenhosa estratégia do uso simultaneo de ferro e vitamina C até entdo
conhecida. E também desta fase a recomendac&o de se ingerir sangue e visceras de animais
como meio de combater as anemias. Estas experiéncias, precederam a utilizacdo

farmacoldgica (fundamentada em investigagdes cientificas) do ferro (Filho & Ferreira, 1996).

O tratamento da anemia por deficiéncia de ferro foi introduzido por Blaud, em 1832, com um
composto cujo o principal constituinte era o carbonato férrico. A “pilula de Blaud”
permaneceu como pilar do tratamento da deficiéncia de ferro por mais de cem anos, até o

aparecimento de novos compostos com ferro (Cancado et al., 2010).

O tratamento da anemia por deficiéncia de ferro, consiste da orientacdo nutricional,
administracdo por via oral ou parenteral de compostos com ferro e, eventualmente transfuséo
de sangue. Diversas substancias estdo disponiveis para o tratamento e prevencdo da
deficiéncia de ferro e da anemia por deficiéncia de ferro como alternativas ao sulfato ferroso.
Esses compostos apresentam como desvantagens, em geral, um custo mais elevado e/ou uma
biodisponibilidade menor quando comparado ao sulfato ferroso. O sulfato ferroso é
considerado referéncia, devido a sua elevada biodisponibilidade frente a outros compostos,
sendo portanto utilizado em estudos cuja finalidade é avaliar outras substancias contendo

ferro (Cangado et al., 2010).

Apesar da eficacia dos compostos com sal ferroso, estes apresentam elevada frequéncia de
efeitos adversos que podem chegar a 40% ou mais, e tem relagdo directa com a quantidade de
ferro sollvel presente no tracto gastrointestinal superior. Os efeitos adversos mais

frequentemente relatados séo:

Dissertagdo MSc Tecnologia de Alimentos - Suzana da Cruz
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e Dpirose,

e epigastralgia,

e néausea,

e vOmito,

e gosto metalico,

e escurecimento do esmalte dentério,

e dispepsia,

e plenitude ou desconforto abdominal,

e (diarreia

e e obstipacdo.
O maior obstaculo ao sucesso da terapia com sulfato ferroso é a nausea e o desconforto
epigastrico, que ocorre 30 a 60 minutos apos a ingestdo do medicamento. Estes sintomas tém
relacdo directa com a dose administrada e, em alguns casos, podem desaparecer dois dias

apos o inicio da terapia sem necessidade de descontinuacdo da mesma.

Embora o tratamento mais convencional para a anemia por deficiéncia de ferro seja a
administracdo do micronutriente, na maioria das vezes como sulfato ferroso, ainda
prevalecem, em diferentes comunidades no nosso pais, praticas diferenciadas de combate a
esta deficiéncia. Uma destas praticas, comum nas provincias do sul de Mo¢ambique (Maputo,
Gaza e Inhambane), € o consumo do suco de folhas frescas de mandioca como suplemento
nutricional de ferro. Assim, este trabalho foi desenvolvido visando comprovar a utilidade e

seguranga desta prética.

Esta dissertacdo inicia com a presente introdugdo que inclui uma justificativa para a
realizacdo do estudo, seguindo-se uma revisdo bibliogréfica sobre o cultivo e uso tanto do
tubérculo como das folhas de mandioca a nivel global e nacional, apresentacéo dos objectivos
da pesquisa, enunciagdo das hipdteses testadas, apresentacdo dos materiais e métodos, dos
resultados e da discussdo. Nas Ultimas trés sec¢des a dissertacdo apresenta as conclusfes a
que se pode chegar considerando os factores que influenciaram o estudo, os constrangimentos

enfrentados e as solugdes adoptadas para resolugdo dos mesmos mantendo a validade
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cientifica dos resultados e culmina com apresentacdo de recomendagdes para estudos futuros

e a lista de referéncias bibliogréfica consultadas durante a elaboracéo do trabalho.

Dissertagdo MSc Tecnologia de Alimentos - Suzana da Cruz
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1.1 Justificativa

Embora o ferro seja um dos nutrientes mais estudados e mais abundantes na natureza, a sua
deficiéncia ainda constitui um dos problemas nutricionais com elevada prevaléncia no
mundo. A elevada incidéncia de anemia em alguns paises e as suas consequéncias
irreversiveis determinam a necessidade de estabelecer medidas nutricionais com o objectivo
de combater e controlar a deficiéncia nutricional de ferro. Segundo a American Dietetic
Association (ADA), tais medidas incluem: educagdo nutricional, suplementos nutricionais e
fortificacdo de alimentos (Lonnerdal, 1996). Contudo, a administracdo do sulfato ferroso via
oral aos pacientes, ainda que seja eficiente na correc¢do dos niveis de hemoglobina, os efeitos
colaterais gastrointestinais, tais como nauseas, colicas abdominais, obstipacdo e/ou diarreia
sdo observados em 15 a 20% dos individuos, o que contribui para a baixa aderéncia ao

tratamento (Pereira et al., 2014; Liabeuf et al., 2014).

A suplementacdo com ferro é uma das formas de intervengdo que possibilita a cooperacdo
directa do individuo ou de grupos especificos, sem necessidade de obrigacdo da ingestdo

diaria da medicacéo, factor que leva muitas vezes a desisténcias no tratamento.

Assim, o presente estudo visa responder a seguinte pergunta: Qual é o efeito da ingestdo do
suco de folhas frescas da mandioca como suplemento nutricional de ferro, particularmente o

seu efeito na elevacdo dos niveis de hemoglobina no organismo?
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2. Objectivos do estudo

2.1 Objectivo geral
Avaliar os efeitos da ingestdo do suco de folhas frescas de mandioca como suplemento

nutricional de ferro.

2.2 Objectivos especificos

> ldentificar alteraces fisiolégicas em murganhos ap6s administracdo do suco das
folhas frescas de mandioca;

> ldentificar alteracbes nos niveis de hemoglobina no sangue de murganhos apos
administracao do suco de folhas frescas de mandioca;

> ldentificar alteragdes enziméticas (ALT, AST, Creatinina e Ureia) no sangue de
murganhos ap6s a administracdo do suco de folhas frescas de mandioca;

> Determinar a seguranca ou a toxicidade da ingestdo do suco de folhas frescas de

mandioca.
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3. Hipoteses

HO: A ingestdo do suco de folhas frescas de mandioca ndo aumenta a concentragcdo de
hemoglobina no organismo.
H1: A ingestdo do suco de folhas frescas de mandioca aumenta a concentragdo de

hemoglobina no organismo.
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4. Contribuicéo

Este trabalho vem contribuir no conhecimento cientifico das implica¢cdes na satde publica, do
uso de suco de folhas frescas de mandioca como suplemento de ferro uma vez que esta
pratica é relativamente comum nas comunidades do sul de Mogambique, mesmo ndo se
conhecendo a eficacia desta nem as suas implicagdes sobre a saide das mulheres gestantes,

principais consumidores, nem dos seus filhos por nascer.
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5. Revisado bibliografica

5.1 Mandioca (Manihot esculenta-Crantz)

Mandioca (Manihot esculenta, Crantz), € uma planta tuberosa que pertence a classe das
dicotileddneas, a ordem Euphorbiales, familia Euphorbiaceae, género Manihot e a espécie
Manihot esculenta subsp esculenta. O género Manihot é composto por cerca de 98 espécies.
A Unica espécie do género cultivada comercialmente, visando a producéo de raizes de reserva
ricas em amido € a Manihot esculenta, Crantz. A polpa que € rica em amido que pode ser
branca, creme, amarela ou alaranjada. Esta cultura foi introduzida em Africa no século XVI
pelos navegadores portugueses através da Africa Sub-Sahariana e actualmente a mandioca

encontra-se distribuida por todos continentes (Chimuca, 2013).

A mandioca (Manihot esculenta, Crantz) é planta originaria da América do Sul,
provavelmente da regido Nordeste e Central do Brasil, onde ja era cultivada pelos indios. Foi
descrita pela primeira vez em 1573 por Magalhdes Gandavo, sendo disseminada no mundo
pela colonizacdo européia no século XVIII, com mais de 1.200 espécies. As plantas sao
herbaceas quando novas, lenhosas, arbustivas ou subarbustivas na maturidade. Produz raiz
tuberosa de cores: branca, amarela ou résea. As espécies sdo divididas em grupos: mandioca
brava, usada para industria, e mandioca mansa (para mesa), utilizada no consumo in natura

ou cozida (Filho & Alves, 2004).

As mandiocas classificadas como mansas sdo aquelas cujo teor de acido cianidrico por kg de
raiz fresca ndo ultrapassa 50mg. As mandioca bravas, amargas ou venenosas, de uso
industrial sdo aquelas cujo teor de &cido cianidrico por kg de raiz fresca é superior a 100 mg

(Pestana & Castro, 2015).

A mandiogueira pode ser dividida em parte aérea (hastes, peciolos e folhas) e parte
subterranea (raizes tuberosas). A respeito das variagdes inerentes a variedade utilizada e as
influéncias das condicGes de solo e ambiente da cultura, de modo geral, observa-se na planta
madura aproximadamente 50% de raizes tuberosas, 40% de hastes, peciolos e 10% de folhas
(Pestana & Castro, 2015).
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Algumas culturas atingem 1 metro, outras podem atingir até 5 metros de altura. Suas folhas
sdo palmadas podendo variar em tamanho, coloracdo, nimero e forma de Idébulos.
Geralmente contém cinco a sete I6bulos mais ou menos estreitos e longos ou estrangulados

(Bohnenberg, 2008).

Toda a parte aérea da mandioca pode ser considerada como aproveitavel para alimentagéo,
sendo o ter¢o superior, mais rico do ponto de vista nutricional (Bohnenberg, 2008).

O ciclo da cultura da mandioca para industria é de 16 a 24 meses com producdo de 25 a 35
toneladas por hectare em média. A mandioca de mesa tem ciclo entre 7 e 14 meses e a

produtividade média fica entre 15 e 20 toneladas (Filho & Alves, 2004).

(B) ©)
Figura.l: (A) Pé de mandioca/Mandioqueira (Manihot esculenta-Crantz), (B) Detalhe das

folhas de mandioca, (C) Raizes tuberosas (Mandioca)

As pesquisas com a mandioca e seus subprodutos tém aumentado nos ultimos anos em
decorréncia da facilidade de cultivo, adaptabilidade a diversos tipos de solo, resisténcia a
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periodos de estiagem com expressiva producdo, aléem da possibilidade de utilizacdo da sua
parte aérea como fonte de proteina de baixo custo. Por ser adaptavel a diversos tipos de clima
e solo, a mandioca é cultivada em varias regifes do mundo. A Nigéria, o Brasil e a Tailandia
sd80 0s paises que dominam a producdo mundial. A producdo Africana ndo tem carater
comercial; ao contrario, apresenta-se como de subsisténcia. No Brasil, segundo maior
produtor, coexiste a producdo de subsisténcia e a comercial, ambas destinadas ao mercado
interno. Ja na Tailandia a producdo da mandioca tem carater comercial e de exportacdo. A
cultura da mandioca tem papel importante na alimentacdo humana; é fonte geradora de
emprego e de renda para agricultores familiares e consumidores de baixo poder aquisitivo,

sobretudo nas regides mais pobres do pais (Pestana & Castro, 2015).

5.2 Cultivo e uso da mandioca em Mog¢ambique e no Mundo

Cerca de 80% dos Mogambicanos dependem da agricultura para a sua subsisténcia, e o sector
agricola continua a ser a chave para o crescimento social e econdmico. Mogambique foi
classificado como o 8° (oitavo) maior produtor de mandioca no mundo e o 5° (quinto) entre
Paises africanos. Em 2011, a éarea total cultivada foi estimada em 5.632.781 hectares,
aproximadamente 2.425.240 hectares (43%) da &rea total cultivada foi utilizada para a

producdo de mandioca (Salvador et al., 2014).

Em 2012 a producdo de mandioca tinha atingindo cerca de 10.05 milhdes de toneladas. O
solo e o clima em Mocambique influenciam o cultivo. Nove milhdes de toneladas de peso
fresco € a producdo anual de mandioca, com um consumo de 85 kg/pessoa/ano (Salvador et

al., 2014).

Em geral, a mandioca é o alimento basico ao longo do litoral e é principalmente consumida
em quatro das dez provincias de Mogambique: Nampula, Zambézia, Cabo Delgado e
Inhambane. Das mais de 1.2 milhdes de familias na populacdo rural que afirmam que a
mandioca é sua principal cultura alimentar, a maior parte (aproximadamente 43%) vive em

Nampula (McSween et al., 2006).
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Em termos de producdo, a provincia da Zambeézia é a maior produtora seguida de Nampula e
Cabo Delgado (Chimuca, 2014).

B ;.o de alta produgdo
B Arcas de produgio intcrmédia
* Arcas de baixa produgio
Arcas de vroducio mareinal

Figura.2 — Producdo da mandioca em Mogambique.

Fonte: Adaptado de Salvador et al. (2014).

A producdo mundial de mandioca em 2002 foi de 184.8 milhdes de toneladas cultivadas em
17,3 milhdes de hectares. O continente africano deteve 54,5% da produgdo mundial com a
Nigéria, maior produtor mundial, participando com 18,7%. A Asia foi responsavel por 27,2%
da quantidade produzida no mundo, sendo a participacdo da Indonésia e da Tailandia de 9,1%
cada uma. A América do Sul produziu 17,2% do total mundial, com a participacdo do Brasil

de 12% (Filho & Alves, 2004).

Em 1980, a produgdo mundial foi de 122,1 milhdes de toneladas, e o Brasil, o maior

produtor, participou com 24,6 milhdes de toneladas (20,1% de participagdo). Em 22 anos
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(1980-2002), a producdo no mundo aumentou em 51,0% e o Brasil passou a ser o segundo

maior produtor, com 22,99 milhdes de toneladas (Filho & Alves, 2004).

Uso da mandioca é frequente, independentemente do contexto sdcio-econémico e cultural.
S4o Vvérias as razdes que explicam este fendmeno. Em primeiro lugar, a ralagem, fermentacéo
e/ou secagem das raizes frescas é necessaria para reduzir os elevados niveis de toxicidade das
variedades amargas. Em segundo lugar, tais praticas prolongam o periodo de conservagdo da
mandioca, expandindo assim as opc¢des de consumo e comercializagdo. Em terceiro lugar,
através do processamento acrescenta-se valor ao produto e reduz-se 0 seu peso e volume,
tornando mais fécil e barato o transporte das zonas de producédo até aos centros de consumo.
Por ultimo, a transformacéo da mandioca em diversos produtos possibilita uma diversificacdo
da dieta alimentar, de acordo com os habitos e preferéncias da populacdo (Wandschneider &
Barca, 2003).

5.3 Principais variedades (cultivares) de mandioca

A qualidade culinaria de raizes frescas € um parametro importante na selecdo de variedades
de mandioca de mesa também conhecida como mandioca mansa ou doce. A identificacdo
dessa qualidade envolve factores variados e complexos, por constituir-se de um conjunto de
caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais, algumas das quais sdo determinadas
objetivamente, como teores de cianeto, amido e fibra, tempo de coccdo e, outras,
subjetivamente, como sabor, consisténcia e textura da polpa cozida. A expansdo do mercado
de mandioca de mesa, no entanto, depende de variedades que apresentem boas qualidades
culinarias, baixa toxicidade cianogénica e resisténcia a deterioragcdo pos-colheita (Vidigal
Filho et al., 2000). S&o exemplo, algumas destas as variedades:

- Amansa burro, Canario, Caiabana, Trés meses, Arizoninha branca, Aipim abacate,

Caravela, Cachoeiro, Franco Rabelo, Matrincha, Saracura, Maragogipe, Manso,

Taquari Cabocla, Arrebenta burro, Sabard, Manteiga , Cenoura rosada.
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5.3.1 Variedade cultivadas em Mocambique

As principais variedades de mandioca em Mogambique incluem:
- Nikwala, Calamidade, M pacua, Massuruma, Nivalapua, Namacarolina, Buana,
Nacuali , N'lapa, Tomo, Carita, Taliana, Guerra, Namuiche, Mphovatacua e muitas

outras.

5.4 Processamento e consumo da mandioca

A forma como a mandioca é consumida varia de pais para pais e em diferente regides
geograficas. Em Mocambiqgue, no norte do pais a mandioca é consumida principalmente na
forma de farinha cozida na preparacdo de uma papa (caracata — em Nampula). Nesta regido, o
consumo da mandioca na forma seca representa cerca de 21% do total, sendo que 8% da
mandioca é consumida na forma fresca (Salvador et al., 2014 citando Donovan et al., 2011 e
Hagglades et al., 2012). A mandioca é ainda usada na industria de producdo de bebidas
(Wandschneider & Barca, 2003), particularmente cerveja, sendo que em 2018, cerca de 6.000

produtores estavam envolvidos na producdo de mandioca para esta finalidade.

Na regido centro do pais a mandioca é consumida essencialmente na forma fresca ou cozida
em diversos pratos tradicionais representando cerca de 30%, enquanto o consumo de

mandioca seca esta na ordem de 9% (Tivana et al., 2009).

No sul de Mogambique, particularmente na provincia de Inhambane, sdo varios os usos dados
a mandioca. A mandioca é consumida fresca, cozida ou assada, particularmente as variedades
doces, uma vez que apresentam um baixo nivel de toxicidade. A mandioca doce é também
consumida na forma de chiguinha, sendo que nestes casos as raizes sao cortadas em pedagos

pequenos e cozidas juntamente com cacana ou feijdo nhemba.

Outra forma de consumo da mandioca no sul de Mogcambique é na forma de rale. Neste caso
as variedades amargas sdo sujeitas a formas mais elaboradas de processamento a fim de
reduzir os elevados niveis de cianeto e as raizes amargas sdo também conhecido como

tapioca. O processamento de rale a partir das variedades doces ¢ menos frequente. Rale ndo ¢
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mais do que mandioca ralada, fermentada, prensada e torrada. Serve normalmente como
acompanhamento para a matapa — folhas de mandioca cosidas ou outro caril, sendo também
consumido com cha. Por vezes adiciona-se 4gua quente e aglicar e algumas familias juntam
um pouco de rale com arroz. A preparagdo de rale a partir das variedades doces ¢ pouco

frequente.

Embora a cultura de mandioca esteja muito disseminada nesta regido, a preparacdo e
consumo de pratos de mandioca seca ndo faz parte da dieta tradicional. Contudo, ha relatos
do uso da mandioca na producdo de chips de mandioca que podem ser adicionados ao milho e

mapira durante a pilagem ou moagem destes cereais.

5.4.1 Consumo das folhas de mandioca (matapa)

As folhas da mandioca séo usadas para preparacdo de um prato bastante apreciado no sul de
Mocambique, particularmente na provincia de Inhambane. Depois de piladas e cozidas com
diversos ingredientes, as folhas sdo consumidas, normalmente acompanhando arroz, farinha

de milho cozida ou rale.

As folhas verdes de mandioca tém mostrado caracteristicas favoraveis como fonte de
proteinas na dieta humana, podendo ser utilizada para combater a desnutricdo e para 0s

animais, na producao de racdes mais nutritivas.

Alguns estudos tem estado a investigar a possibilidade de utilizacdo folhas de mandioca
como uma alternativa aos alimentos convencionais, uma vez que seu teor em proteinas,
vitaminas e minerais € relativamente alto, quando comparado com outros vegetais incluindo

hortalicas folhosas e gréos de cereais (Modesti et al., 2007).

Sabe-se no entanto que apesar do elevado teor de proteinas nas folhas de mandioca, a sua
digestibilidade é baixa, o que pode ser atribuido aos altos niveis de fibras e de polifendis.
Uma das solugcBes que tem sido investigadas é a possibilidade de produgdo dum concentrado

protéico de folhas de mandioca, permitindo a sua utilizagdo como alimento, uma vez que o
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processo reduz o teor de fibras e melhora a qualidade nutritiva. Diversos sdo os estudos para
desenvolver um processamento ideal para extracdo de proteinas das folhas de mandioca, com
consequente obtencdo de um concentrado protéico, praticamente sem fibras ( Tangka, 2003;
Fasuyi, 2005).

Para além da alimentacdo humana na forma fresca, as partes aéreas da mandioca despertam
interesse ainda pelo facto de apresentam boas caracteristicas de fermentacdo, sendo utilizadas
na forma seca (mufusa), particularmente no interior da provincia de Inhambane, bem como
como na forma de silagem para alimentacdo animal (Faustino et al., 2003; Pinho et al., 2004;
Falkenberg et al., 2005) e possuem ainda elevado teor protéico, comparavel ao da alfafa e
maior teor de carboidratos ndo-fibrosos em relagdo a gramineas (Carvalho & Kato, 1987;

Faustino et al., 2003; Azevedo et al., 2006).
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5.5 Aspectos nutricionais e antinutricionais da mandioca

A composicédo nutricional das folhas de mandioca varia muito em fungéo da sua qualidade e
quantidade e pode ser decorrente de variedade, além de outros factores como clima,
fertilidade do solo, idade da planta e relagdo proporcional entre folhas e talos (Bohnenber,
2008).

Tabela.1: Composicdo nutricional do tubérculo e das folhas de mandioca

Componente (Composicao

. Unidade Tubérculo Folhas
aproximada em 1009)
Energia Kj 526 - 611 209 - 251
Energia g 459 -85.3 64.8 — 88.6
Humidade g 29.8-39.3 19-28.3
Proteina g 0.3-35 1.0-10.0
Lipidos g 0.03-0.5 02-29
Carboidratos totais g 24.3 - 35.7 7-18.3
Fibre g 0.13.7 0.5-10.0
Cinza g 0417 0.7-45
Vitaminas
Tiamina mg 0.03-0.28 0.06 - 0.31
Riboflavina mg 0.03-0.06 0.021-0.74
Niacina mg 0.6-1.09 1.3-238
Acido ascorbico mg 14.9 - 50 60 — 370
Vitamina A Mg 50-35.0 8300 — 11800
Minerais
Célcio mg 19-176 34-708
Fosforo total mg 6 - 152 27 - 211
Ca/P 1.6-5.48 2.5
Ferro mg 0.3-14.0 0.4-8.3
Potassio % 0.25-0.72 0.35-1.23
Magnésio % 0.03-0.08 0.12-0.42
Cobre ppm 2.00-6.00 3.00-12.0
Zinco ppm 14.00 - 41.00 71.00 — 249.00
Sddio ppm 76.00 — 213.00 51.0-177.00
Manganés ppm 3.00—10.00 72.0—252.0

Salvador et al., 2014.

E possivel classificar as variedades de mandioca quanto a sua toxicidade. As variedades sdo
classificadas em bravas e mansas. Todavia esta classificacdo somente é valida para a polpa
das raizes porque € a parte comestivel mais importante e, dessa forma, sua utilizagdo tem o

objetivo de oferecer apenas uma indicagdo sobre possibilidades de intoxicagéo.

Dissertagdo MSc Tecnologia de Alimentos - Suzana da Cruz

27



Avaliagdo do suco de folhas frescas de mandioca como suplemento nutricional de ferro

A cultura da mandioca (Manihot esculenta, Crantz) destaca-se pelo seu valor nutricional,
rusticidade, alta produtividade e grande difusdo no pais. Tradicionalmente cultivada em
paises de clima tropical, a mandioca tem suas raizes empregadas na alimentacdo humana e

animal (Pestana & Castro, 2015).

Todavia, as folhas de mandioca apresentam algumas substancias consideradas antinutritivas,
como cianeto, taninos, nitrato, acido oxalico, saponinas, hemaglutinina e inibidores de

tripsina (Correa et al., 2004; Wobeto, 2003).

No reino vegetal, mais de 2.000 espécies tém a capacidade de produzir glicosideos
cianogénicos que ao sofrerem hidrdlise liberam HCN, um composto nocivo a saude animal.
Os glicosideos cianogénicos tém sido constatados em plantas de muitas familias, entre elas: -
as Rosaceae, Leguminoseae, Gramineae, Araceae, Passifloraceae e Euforbiceae (Amorin et
al., 2006).

As folhas de mandioca frescas contém glicosideos cianogénicos, linamarina e lotaustralina
que, ao sofrerem hidrolise, libertam &cido cianidrico, toxico aos seres humanos. Essa
libertacdo é causada pela accdo da enzima linamarase em plantas cujos tecidos foram
danificados mecanicamente ou quando a integridade fisiolégica é perdida, como no caso de
murchecer das folhas, ou pela accdo da beta glicosidase no trato digestivo de animais
(Agostini, 2006).

Ha uma variacdo muito grande nas concentracdes, sendo que o potencial cianogénico da
maioria das variedades de mandioca varia de 15 a 400 mg de HCN/kg de polpa crua, no
entanto é perfeitamente possivel encontrar variedade com teor tdo baixo quanto 10 mg de
HCN/kg ou variedades que apresentem valores proximos a 2.000 mg de HCN/kg (Otsubo et
al., 2002).

Entre outras funcbes, os compostos cianogénicos produzidos pela mandioca podem ser
considerados como parte dos mecanismos de defesa desenvolvidos pela espécie, ao longo de
sua evolucdo, contra pragas e moléstias. Assim, enzima e substrato devem estar separados de

alguma forma, possivelmente pela membrana celular, e sé entram em contato, libertando
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HCN, através da roptura da mesma, como ocorre com uma picada de inseto ou outra causa

qualquer.

Uma caracteristica quimica muito importante dos glicosideos é a facilidade com que se
hidrolisam. Através desse tipo de reaccdo liberta-se o agUcar e a cianidrina. Essa por sua vez,

degrada-se originando o &cido cianidrico que é o responsavel pela toxicidade do composto.

1= fase

Linamarina acetona
Ou T2 FTaa =T N, glicose cianidrica
Lotautralina

22 fase

Acetona ==idroxinitriloliase, HCN Acetona

cianidrica

A concentragdo de &cido cianidrico é mais elevada nas folhas do que na raiz da mandioca,
havendo formas de reduzir de maneira significativa o teor dessas substancias, envolvendo
algumas técnicas. A desidratacdo, o cozimento e a trituracdo das folhas constituem algumas
das técnica que podem ser usadas para reduzir o teor de cianeto, tornando as folhas de

mandioca em produto de baixa toxicidade (Agostini, 2006).

Processos de desintoxicacdo mais usuais para utilizacdo mais segura como alimento, séo
obtidos através da simples fragmentacdo e secagem do material, volatilizando o HCN. A
desintoxicacdo da planta também pode ser feita através de outros processos, como
fermentacdo (promove o contato enzima-substrato), prensagem e lavagem (glicosideos
cianogénicos sdo sollveis em agua) e pelo calor. Nesse Ultimo caso, 0 composto cianico é
degradado e libera o radical cianeto a temperaturas acima de 180°C. Na fabricacéo de farinha
ou outros derivados, pela accdo desses factores (enzima, prensagem, lavagem e calor), o

produto final é quase isento de HCN, apresentando riscos de intoxicagéo reduzido.

O cozimento ndo é um bom processo de desintoxicacdo, porque a temperatura de cocgdo é

suficiente para inativar a enzima, mas € insuficiente para degradar o substrato. Assim, parte
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dos glicosideos cianogénicos ficam na mandioca cozida e parte na 4gua de coccao, devido a
sua solubilidade. Por essa razéo, a agua de coccdo da mandioca deve ser sempre eliminada na

preparacdo dos alimentos.

O glicosideo cianogénico sozinho parece que ndo tem efeito tdxico sobre os animais.
Todavia, sua ingestao podera libertar HCN no organismo através de outras vias, como a acida
(&cido cloridrico do aparelho digestivo) ou enzima exdgena (outras plantas ingeridas cruas).
Nesse caso, & praticamente impossivel determinar a quantidade de HCN que pode ser

liberada.

A questdo da intoxicagédo fica mais complexa porque ndo depende somente da quantidade de
HCN efetivamente absorvida pelo organismo. Depende também de seu peso vivo e da sua
capacidade de desintoxicacdo. O HCN actua principalmente no sistema respiratorio, e como o
peso Vvivo correlaciona-se com o volume de sangue conclui-se que animais menores sdo mais
vulneraveis a uma mesma dose de HCN. Por outro lado, o cianeto absorvido pode ser
eliminado pelo organismo. A via metabolica mais importante € a da enzima rodanase que
catalisa a reacdo do cianeto com um aminoacido sulfurado, produzindo tiocianato que é
eliminado pela urina naturalmente. Organismos bem nutridos Sdo menos sujeitos a

intoxicacao pela maior disponibilidade de aminoacidos sulfurados (Otsubo et al., 2002).

A utilizacdo direta da parte aérea fresca constitui a maneira mais simples e econémica de se
fornecer aos animais, pois o processo se limita a fragmentacdo e a secagem da mesma.
recomendam que o fornecimento da folhagem fresca somente possa ser feito de 12 a 24 horas
depois da colheita, para reduzir o principio toxico a niveis seguros, no caso de espécies com

niveis um pouco mais altos de &cido cianidrico ( Pestana & Castro, 2015).

Do consumo de alimentos de origem vegetais, como as folhas, o acido fitico do ponto de vista
antinutricional, deve-se principalmente a sua capacidade de formar complexos com célcio,
ferro, zinco, cobre e magnésio no alimento “in natura” e no trato gastrintestinal, diminuindo

assim a sua biodisponibilidade (Agostini, 2006).

As propriedades antinutricionais dos taninos s@o numerosas; 0s taninos ingeridos podem

afectar a composicdo da microflora bacteriana inibindo a produgdo de enzimas digestivas da
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mesma; os produtos metabdlicos podem ser absorvidos provocando toxicidade nos tecidos; e

impedindo desta forma a sua acdo sobre os substratos alimenticios( Agostini, 2006).

As Saponinas como substancia antinutricional, tem a ac¢do sobre membranas celulares que
pode alterar a permeabilidade ou até mesmo levar a destruicdo. Relaccionadas com essa

accdo sobre membranas, estdo as actividades hemoliticas( Catejon, 2011).

As lectinas também recebem o nome de hemaglutininas, principalmente por ocasionar
aglutinacdo dos eritrocitos. Agem ligando-se as membranas das células e alterando sua
funcéo bioldgica. Sdo proteinas que possuem em suas moléculas um centro activo especifico
a combinacdo com carbohidratos, prejudicando o processo de absorccdo de nutrientes,
causando ruptura de membranas e degradacdo de microvilos, com consequente lesdo
epitelial( Junior et al., 2010).

Os inibidores de proteases sdo constituidos pelo inibidor de tripsina e pelo inibidor de tripsina
e quimotripsina. Estes anti-nutrientes apresentam especificidade de inibir as enzimas
proteoliticas e, consequentemente, reduzem a digestdo protéica de alimentos proporcionando

diminuicdo no ganho de peso e crescimento dos animais(( Junior et al., 2010).
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6. Materiais e métodos

6.1 Colheita do material botanico

As folhas frescas de mandioca (Manihot esculenta, Crantz) variedade munhaga, uma
variedade de mandioca mansa, foram colhidas no més de outubro de 2017 numa area de
cultivo aleatoriamente seleccionada da Estacdo Agraria de Umbeluzi no Distrito de Boane,
provincia de Maputo. Esta estacdo pertence ao Instituto de Investigacdo Agraria de
Mocambique (IIAM), instituicio subordinada ao Ministério da Agricultura e
Desenvolvimento Rural. O distrito de Boane, faz fronteira com o distrito de Moamba a norte,

a oeste e sudoeste com o distrito de Namaacha, a sul e sudoeste com o distrito de Matutuine e

a leste com o0 municipio da Matola.

Oceano indico

Figura.3 — Localizagdo geografica do distrito de Boane e indicagdo do local de colheira de

amostras de material botanico
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O clima da regidao € sub-humido e com deficiéncia de chuva na estacdo fria, caracterizado
por alternancia entre as condicdes secas. A temperatura média anual ¢ de 23,7°c verificando-

se que os meses mais frios sdo os de junho e julho e 0s mais quentes janeiro e fevereiro.

As folhas foram colhidas de mandioqueiras que tinham aproximadamente 14 meses, entre as
7:00 e 8:00 horas da manhd e eram transportadas em sacos plésticos para a Faculdade de
Engenharia (FAENG) da Universidade Eduardo Mondlane (UEM) para o devido

processamento imediato.

6.2 Preparacdo do suco de folhas frescas de mandioca

O suco das folhas frescas de mandioca foi preparado no Laboratério de Alimentos da
FAENG, UEM. Apds lavagem em agua corrente e depois de escorrer completamente a agua
corrente, as folhas foram trituradas num liquidificador (Philips Walita Viva Problend
R12134). De seguida foram adicionados diferentes volumes de agua destilada para preparacdo
de diferentes sucos conforme descrito abaixo.

Suco 1: 100 mg de folhas frescas de mandioca trituradas em 100 ml de agua.

Suco 2: 100 mg de folhas frescas de mandioca trituradas em 200 ml de agua.

Suco 3: 100 mg de folhas frescas de mandioca trituradas em 300 ml de agua.

Suco 4: 100 mg de folhas frescas de mandioca trituradas em 400 ml de agua.

Suco 5: 100 mg de folhas frescas de mandioca trituradas em 500 ml de agua.

De seguida as preparagdes foram filtradas em papel de filtro Whatman GR 40 125mm e
mantidas numa geleira a uma temperatura media de 4,5 °C durante 0 uso ou por um maximo

de cinco dias antes do uso.

Para avaliagédo da toxicidade aguda do suco de folhas frescas de mandioca, foi preparado um
suco concentrado, pesando 300 mg de folhas frescas de mandioca previamente lavadas em
agua corrente, depois de escorridas, trituradas e comprimidas para obtengdo do suco. O suco
preparado foi mantido numa geleira a uma temperatura média de 4,5 °C e usado no mesmo

dia ou, no maximo, no dia seguinte.
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6.3 Animais em experiéncia

Foram utilizados murganhos BALB/c, machos, adultos, adquiridos no Biotério da Direccéo
de Ciéncias Animais (DCA) do IIAM. Os animais tinham massa corporal entre 22,7 e 41,1¢g

de peso vivo.

Para realizacdo dos ensaios, os animais foram distribuidos aleatoriamente em grupos de 6
animais cada, mantidos em gaiolas plasticas com dimensfes de 21 x 38 x 15 cm ou gaiolas
metalicas de 11 x 30 x 13 cm (Largura x Comprimento x Altura), forradas com cerradura de

madeira (cama) no fundo.

Os animais foram mantidos sob ciclos de 12 horas de luz e escuriddo, tendo livre acesso a ad-

libitum (pellets de racdo A2 da Higest) e 4&gua em garrafas-bebedouros plasticos graduados

colocados na parte superior das grades metalicas das gaiolas (Figura 4).

Figura.4: Gaiola plastica com grade metalica e garrafa-bebedouro plastico graduado.

Tabela.2: Composicdo nutricional da dieta padréo (racdo A2 tipo pellets) administrada aos

murganhos
Nutriente Conteudo (%)
Proteina 18,0
Gordura bruta 4,5
Fibra bruta 5,0
Cinzas 5,0
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6.4 Administragdo do suco de folhas frescas de mandioca

Todos os animais foram pesados individualmente antes da realizagdo de qualquel tratamento.
Por forma a replicar a via de administragdo utilizada no ser humano, o suco fresco das folhas
frescas de mandioca bem como os farmacos de controlo foram administrados nos murganhos
por via oral, por meio de gavagem usando seringas plasticas de 1 ml e uma agulha de ponta

romba.

(A) (B)

Figura.5: (A) — Murganho e agulha de ponta romba usada para administragéo de tratamentos

por via oral. (B) — Admistracdo do suco de folhas de madioca por gavagem em murganho.

Devido ao tamanho pequeno dos animais, implicando uma capacidade reduzida do estdmago
dos animais, o volume total de suco administrado a cada animal variou entre 0,1 e 0,2 ml

tendo sido em funcéo da dose a administrar e do peso corporal do animal.

6.5 Analises bioquimicas e fisiologicas

As analises bioquimicas e fisiologicas foram realizadas na Seccdo de Farmacologia e
Toxicologia da FAVET, UEM, no Laboratério de Bioquimica do Hospital Escolar

Veterinario (HEV) e no Laboratdrio de Analises Clinicas do Hospital Geral de Mavalane.

6.6 Equipamento utilizado

Foi utilizado diverso equipamento de ponta para analises de diferentes parametros

bioguimicos e fisioldgicos dos animais incluindo:
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e Uma balanga analitica Sartorius Me

e Um termometro digital WT-1

e Uma Centrifuga Hettich EBA 3S

e Um analizador automatico para Bioquimica( ABX- Pentra 400 HORIBA Medical)

e Um analizador automatico de hematologia Mindray BC-3000 Plus.

6.7 Avaliacdo de toxicidade aguda do suco de folhas frescas de mandioca

Para realizacdo de ensaios de toxicidade aguda do suco das folhas frescas de mandioca, trés
murganhos com massa variando de 22.7 a 41.1g foram aleatoriamente seleccionados e
mantidos em gaiolas de ensaio para aclimatizacdo durante 5 dias antes da administracdo de
qualquer substancia. De seguida procedeu-se ao ensaio de toxicidade aguda de acordo com o
guido 423 da OECD, Acute Oral Toxicity — Acute Toxic Class Method, Guideline 423
(OECD, 2001).

Os trés animais seleccionados foram tratados conforme ilustrado na tabela abaixo.

Tabela.3: Tratamento de murganhos para ensaios de toxicidade aguda do suco de folhas

frescas de mandioca

Grupo de NuUmero de Dose diaria Via de
tratamento animais (mg/Kg) administracéo
Suco de ffm 3 300 Oral

Controlo 3 H.O Oral

Todos os animais foram administrados suco concentrado de folhas frescas de mandioca
conforme apresentado na tabela acima, numa Unica dose e de seguida observados para

verificacdo de eventuais sinais de intoxicagao.

A observacgéo para deteccdo de sinais de intoxicacdo foi feita regularmente em intervalos de
tempo pré-definidos sendo imediatamente ap6s a administracdo do suco, bem como aos 15
min, 30 min, 1h, 2h, 3h, 4h apo6s a administracdo e de seguida, diariamente, durante 14 dias.

Na observacdo eram verificados sinais que incluiam a presenca ou ndo de alteragdes
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respiratdrias, digestivas e neuroldgicas incluindo: actividade geral, irritabilidade, resposta ao
toque ligeiro, resposta ao aperto da cauda, posicdo do trem posterior, reflexo de
endireitamento, tonus do corpo, ataxia, tremores, convulsdes, hipnose, anestesia, lacrimacao,

ptose, mic¢éo, defecacéo, piloerecéo, hipotermia, cianose, hiperemia ou morte.

Ap0s o0 14° dia, os animais foram sujeitos a uma colheita de sangue atraveés duma puncao na
cauda, sendo colhido sangue em tubos capilares para analises laboratoriais hematoldgicas e

bioguimicas.

(A) (B)

Figura.6: (A) — Puncdo cauda para colheita de sangue de murganho. (B) — Colheita de

sangue em tubo capilar microhematocrito para analises hematoldgicas de toxicidade aguda do

suco de folhas frescas de mandioca.

6.8 Avaliacdo da toxicidade subaguda do suco de folhas frescas de mandioca

Um total de 36 animais foram distribuidos em seis (6) grupos de seis (6) animais cada,
devidamente identificados e administrados sucos de folhas frescas de mandioca ou sulfato
ferroso como controlo, conforme ilustrado na tabela 4. Os animais foram mantidos em

gaiolas que permitiam monitorar pardmetros alimentares como 0 consumo de agua e de racao.

Cinco (5) grupos foram tratados com suco das folhas frescas de mandioca, diariamente, por

via oral, nas manhds, durante um periodo de trinta (30) dias, nas doses de 0.6, 0.8, 0.9, 1.6 e
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3.1mg/Kg de peso vivo. O grupo de controlo, grupo VI foi tratado com sulfato ferroso em

igual periodo que os restantes grupos, na dose de 0,5mg/kg.

Para escolha das doses de folhas frescas de mandioca foi levada em consideracdo uma
estimativa da quantidade diéria utilizada empiricamente pela populacdo, em funcdo da
quantidade recomendada para consumo das mulheres gravidas. O mesmo principio foi
considerado para os animais do grupo de controlo visto que para o sulfato ferroso a toma
recomendada para uma mulher adulta (aproximadamente 60Kg) é de 2 x 10 ml/dia de solucéo

de FeSOq,, o0 equivalente a 100 mg de ferro elementar.

Tabela.4: Tratamento de murganhos para ensaios de toxicidade subaguda durante 30 dias

Grupo de N° Animais | Dose diaria Via de
tratamento (mg/Kg) administracao
Suco 1 6 3,1 Oral
Suco 2 6 1,6 Oral
Suco 3 6 0,9 Oral
Suco 4 6 0,8 Oral
Suco 5 6 0,6 Oral
FeSo, 6 0,5 Oral

Semanalmente os murganhos eram pesados individualmente e em funcdo da alteracdo do
peso do animal, fazia-se o ajuste do volume do suco ou sulfato ferroso a administrar de modo

a assegurar administracdo duma dose constante ao longo do tempo.

Os efeitos da administracdo prolongada do suco fresco das folhas de mandioca foram
avaliados e monitorados através de parametros hematoldgicos e bioguimicos bem como o

consumo de agua dos animais, peso e actividade motora.

Apo6s o periodo de observacdo, os animais foram submetidos a uma eutandsia com

cloroférmio e foram realizados exames macroscopicos dos 0rgaos, comparados o0s resultados
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dos diferentes grupos tratados com suco de folhas frescas de mandioca com os dados obtidos

do grupo controlo.

6.9 Analises laboratoriais

Para analises hematoldgicos, a colheita das amostras de sangue foi feita em tubos
Vacutainer® com anticoagulante Acido Etilenodiamino Tetracético (EDTA). Para
determinacdo dos parametros enzimaticas foram usados tubos com gel separador microtainer

Becton Dickson para a obtencdo do soro.

6.9.1 Parametros hematologicos

As analises hematoldgicas foram realizadas num analisador celular automatico (Mindray BC-
5390, Auto Hematology Analyser) e consistiram de estudo de eritrécitos (eritrograma),
leucdcitos (leucograma) e contagem de plaquetas. No eritrograma foi realizada a contagem de
hemécias ou eritrocitos, determinacdo do hematdcrito (Hct), da Hemoglobina (Hb), do
Volume Corpuscular Médio (VCM), e Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média

(CHCM). No leucograma realizou-se a contagem de leucécitos e diferenciacéo celular.

Para os exames bioquimicos foram utilizados o soro do sangue dos animais num analizador
ABX Pentra-400. O exame bioquimico de sangue consistiu em analises de Ureia, Creatinina e

Transaminases: Aspartato Amino-Transferase (AST) e Alanina Amino- Transferase (ALT).

6.9.2 Monitoria da temperatura
A temperatura do biotério foi medida usando um termdémetro digital modelo WT-1. Este
pardmetro era medido uma vez ao dia, nas manhas no periodo em que decorria a medi¢do de

todos parametros e a colheita de amostras nos animiais.
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6.9.3 Consumo de agua e alimento nos murganhos

A 4gua potével (corrente) encontrava-se em garrafas plasticas graduadas colocadas na parte
superior das grades metélicas das gaiolas, sendo trocada diariamente e registado o consumo

diario pelos animais.

O consumo de racdo (pellets A2 da Higest) foi igualmente monitorado diariamente através
duma estimativa por observacdo da quantidade restante da gaiola em relacdo a quantidade

administrada no dia anterior.
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6.10 Analises estatisticas

Para analise estatistica foram usadas como variaveis, os resultados dos niveis de hemoglobina

e os testes bioquimicos ALT, AST, Ureia e Creatinina.

Assim, com vista & comparacdo da média de Hemoglobina e dos resultados bioquimicos
obtidos dos 6 tratamentos foi usado um modelo de regresséo linear misto para cada varivel
resposta, onde os tratamentos e o tempo (em dias) foram incluidos como efeitos fixos e cada

animal como efeito aleatorio.

Uma estrutura de regressao foi aplicada para a matriz de covariancias das variaveis resposta,
dada a correlacdo dos valores em cada unidade experimental (animais) ao longo do tempo, e
assumindo também que observagdes proximas obtidas no tempo sdo mais correlacionadas

que aquelas obtidas em tempos distantes (Littell et al., 1998).

Toda inferéncia estatistica foi realizada com um nivel de significancia de 5%, e comparado

com valores de p dos testes estatisticos.
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7. Resultados e discussao

7.1 Avaliagdo da toxicidade aguda (dose Unica)

Os testes de toxicidade aguda fornecem dados sobre o inicio, a natureza e a intoxicacao
associada a morte proveniente de uma exposi¢do a uma substancia estudada num periodo de

tempo de vinte e quatro horas (Goloni et al., 2006).

A avaliacdo de toxicidade aguda é uma metodologia amplamente empregue para verificar e
classificar substancias quanto a capacidade de provocar danos agudos aos organismos Vivos,
em altas doses, especialmente lesdes anatomo-patoldgicas e letalidade, e podem oferecer
contribuicdo para estabelecer parametros de seguranca juntamente com outros dados de
toxicidade para a salde humana. Quanto aos vegetais este método € util para identificar a
toxicidade que o vegetal a ser investigado possa apresentar e com isSO minimizar a
possibilidade de desconhecimento na populacdo em acreditar que produtos naturais sao

desprovidos de efeitos toxicos ou adversos (Cunha et al., 2013).

Na avaliacdo da toxicidade aguda, segundo o guia de orientacdo 423 da OECD, devem ser
usados trés animais aos quais passo a passo devem ser administrados doses iniciais de
substancia em investigacdo nos niveis de 5, 50, 300 mg/Kg, podendo-se ir até 2000 mg/kg de

Peso Vivo.

Quando ndo existe qualquer informacdo sobre a substancia a ser testada, por razbes de
proteccdo dos animais, recomenda-se a utilizacdo de uma dose inicial de 300mg/Kg (Santos,
2015). Entretanto o uso da sequéncia das quatro doses acima indicadas s6 é obedecida caso se
observar morte de mais de 1 animal com a dose escolhida. Dependendo da mortalidade ou do
estado moribundo dos animais, outras doses intermediarias podem ser necessarias para que se

impute um critério da toxicidade aguda da sustancia teste (OECD, 2001).

Neste estudo, o suco das folhas frescas de mandioca administrado a murganhos numa dose de
300 mg/Kg ndo causou a morte de nenhum animal transcorridos 14 dias apds a

administracdo, tendo por isso ndo sido extendido o periodo de obervacdo conforme indicado
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no guia de orientagdo 423 da OECD (OECD, 2001). Adicionalmente, nenhum sinal de

toxicidade foi verificado nos animais durante o tempo de observacéo.

Vale notar no entanto que durante os primeiros 15 minutos de observagéo verificou-se leve
sonoléncia dos animais, tendo posteriormente normalizado. Provavelmente esta sonolencia
deve-se a concentracao de substancias antinutritivas encontrados nos diferentes sucos em
particular os cianetos que tem acc¢Ges em outros locais particularmente no sistema nervoso
central. Tal como foi reportado por (Deus, 2011) uma das descricbes do envenenamento

humano provocado por composto cianogénico foram confusao mental, paralisia muscular.

E necessario reforcar que a realizacio de exames hematolégicos e bioquimicos é de suma
importancia para pesquisadores que realizam ensaios para comprovacdo de toxicidade de
plantas. Os resultados podem revelar se a toxicidade pode ser aguda, subaguda ou crénica
pela andlise da gravidade das lesbes dos tecidos (aumento exacerbado nos niveis das
enzimas) e pelo tempo decorrido da experiéncia, mesmo sem haver o aparecimento de sinais

(Costa, 2011).

Na avaliagdo do pardmetro hematol6gico quando os animais séo tratados com uma dose Unica
(300mg/Kg) os niveis médios de hemoglobina aumentaram ao longo do tempo nos dois
grupos de tratamentos embora esse aumento mostra que ndo houve diferenca significativa
entre os niveis médios de hemoglobina dos grupos tratados com ffm e o grupo controlo entre

o dia zero(0) e 14 dias do tratamento (veja anexo, tabela.l).

Segundo Azeredo (2008), o figado € um oOrgdo muito susceptivel a agressées quimicas que
podem resultar em processos inflamatdrios ou necrosante. Algumas enzimas que podem ser
utilizadas como indicadoras de injuria hepatica sdo a alanina-aminotranasferase (ALT)
também denominada transaminase glutamico-piruvica (TGP), aspartato-aminotransferase
(AST) também denominada transaminase glutamico-oxaloacetica (TGO), gama-
glutamiltransferase (GGT) também denominada gama-glutamilpeptidase (GGP) e fosfatase
alcalina (ALP).
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Na avaliacdo macroscopica dos animais sacrificados e sujeitos a necropsica, ndo foram

observadas quaisquer alteracdes nos 6rgaos e tecidos internos dos animais.

Nas anélises hematoldgicas dos animais foi observado que os niveis médios de hemoglobina

aumentaram transcorridos os 14 dias, conforme ilustrado na tabela 5.

Tabela 5 — Valores de hemoglobina em murganhos tratados com dose Unica de 300 mg/Kg

de suco de folhas frescas de mandioca e observados durante 14 dias

Niveis de hemoglobina (g/L)
Tratamento Dia 0 Dia 14°
Média c Média c
300 mg/Kg
131,00 30,61 138,67 13,61
ffm
Controlo 109,00 86,97 151,00 18,08

Comparando os resultados dos diversos parametros hematolégicos ALT, AST, Creatinina e
Uréia deste grupo de avaliacdo de toxicidade aguda com o grupo de controlo verifica-se que
0s animais administrados o suco apresentaram valores de hemoglobina mais dispares no dia
zero (0) do que no 14° dia pds-tratamento. Entretanto, para ambos 0s grupos, 0s niveis
médios para ALT, AST, Creatinina e Ureia diminuiram ao longo do tempo (Figura 7, graficos

A-D).

A conformidade entre os resultados do grupo tratado com suco de folhas frescas de mandioca
com os resultados do grupo de controlo sugere a auséncia de toxicidade aguda do suco de

folhas frescas de mandioca quando administrado na dose de 300 mg/Kg numa dose Unica.

Entretanto, a diminuicdo dos niveis de ALT no grupo tratado com suco de folhas de
mandioca foi menos acentuada do que no grupo de controlo. A menor variagdo dos niveis
desta enzima nos animais tratados comparativamente ao grupo de controlo pode dever-se ao
stress de extensdo dos musculos dos animais a que foram sujeitos durante a manipulagéo para

administracdo do suco de folhas frescas de mandioca, tal como foi reportado em seres
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humanos por Narjes e Nehmiz (2000) que observaram que individuos saudaveis expostos a
exercicios de extensdo muscular tendiam a manter niveis elevados de ALT em relagdo a

individuos sem exercicios.

Em contraste, os niveis de creatinina dos animais tratados com suco de folhas frescas de
mandioca numa dose Unica de 300 mg/Kg diminuiram de forma mais acentuada em relacdo
ao grupo de controlo durante os 14 dias de observacdo, facto que pode igualmente dever-se
ao nivel de exercicio a que os animais tratados estiveram expostos uma vez que sabe-se que a
diminuicdo dos niveis de creatinina estdo geralmente relacionados com distrofia muscular,
deficiente funcionamento do figado e perda excessiva de dgua (Wyss & Kaddurah-Daouk,
2000; Zhang et al., 2015; Thongprayoon et al., 2016.).

No caso em apreciacdo descarta-se a possibilidade de disfuncdo hepética uma vez que
nenhum sinal que geralmente acompanha a disfuncdo hepética foi observado nos animais
tratados. O metabolismo possui mecanismos de defesa, um desses mecanismos € a presensa
da enzima rodanase na maioria dos tecidos animais. A enzima converte a maior parte de
cianeto em tiacianato que é excretado na urina. Esta conversdo é um sistema de

destoxificacao que ocorre no metabolismo animal (lopes, 2001).
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Figura 7: Variacdo dos niveis de ALT (A), AST (B), Creatinina (C) e Ureia (D) durante 14

dias em animais administrados 300 mg/Kg de extracto de folhas frescas de mandica.

Em relacédo a variacdo do peso dos animais ao longo do periodo de observacdo, observou-se
um ganho medio de peso dos animais tratados com 300 mg/Kg do suco de folhas frescas de
mandioca comparado com os animais do grupo de controlo (Figura 8). A alteracdo do peso
corporal & um parametro utilizado como indicador de efeitos adversos de drogras e
substancias quimicas. Assim sendo, nenhum sinal de toxicidade foi notério que sugere o

contrario.
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O grau da lesdo hepatica provocada por injaria quimica ou bioldgica pode variar, podendo
levar a alteracBes leves das enzimas sem desenvolvimento de sintomas clinicos, até casos
mais graves de insuficiéncia hepatica aguda ou crdnica. De acordo com (Jesus et al., 2014)
medicamentos e toxinas podem ser convertidos em formas inactivas através de reaccfes que
ocorrem no figado ou até mesmo activados ou convertidos a produtos tdxicos pela
transformacdo hepética. Atraves dessa transformacdo, as drogas se tornam mais sollveis

podendo ser excretadas pelos rins ou bilis.
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Figura 8: — Variacdo do peso dos animais tratados com 300 mg/Kg de suco de folhas frescas

de mandioca durante 14 dias de observacéo.
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7.2 Avaliacgdo da toxicidade subaguda

7.2.1 Determinacao dos niveis de hemoglobina

Os ensaios de toxicidade subaguda referem-se aos efeitos nocivos cumulativos decorrentes de
uma exposi¢do repetida, de preferéncia por via oral, num periodo limitado de tempo (Goloni
et al., 2006).

Neste estudo, em relacdo ao pardmetro hemoglobina, observou-se que 0s niveis médios
aumentaram ao longo do tempo nos grupos que receberam o tratamento com suco 3, suco 5 e
sulfato ferroso, tendo-se observado uma reducé@o nos grupos tratados com os sucos 1, 2 e 4.
Esta reducdo dos niveis de hemoglonina nos sucos deve-se a facto de substancias
antinutritivas encontratas nas folhas frescas de mandioca como:

- Hemaglutininas, ligam-se a certos carbohidratos. Devido a esta propriedade podem ligar-se
a certos componentes das membranas dos eritrocitos provocando hemaglutinagéo.

- As saponinas, podem desorganizarem as membranas dos eritrocitos , o que pode levar a
hemolise das mesmas e consequente reducdo dos niveis de hemoblobina.

- Os taninos e os fitatos, possuem efeito inibitério do ferro ndo-heme. Razdo contraria nos
animais tratados com o suco(5) com menor quantidade destas substancias antinutricionais (
devido a maior adicdo de agua neste suco), registaram aumento continuo dos niveis de
hemoglobina desde o inicio até ao fim do estudo.

Tabela.6: Valores de hemoglobina em murganhos tratados com diferentes doses de suco de

folhas frescas de mandioca e observados durante 30 dias.

Niveis de hemoglobina (g/L)

Tratamento Dia 0 Dia 15° Dia 30°

Média s Média o Média =

Sucol | 140,33 | 1527 | 122,83 | 23,77 | 13580 | 16,75
Suco2 | 149,50 | 10,13 | 142,33 | 1401 | 13617 | 5,56
Suco3 | 138,50 | 18,71 | 136,67 | 6,98 | 14360 | 29,84
Suco4 | 140,67 | 11,69 | 133,33 | 11,79 | 139,80 | 1511
Suco5 | 144,107 | 26,19 | 146,17 | 6,97 | 152,00 | 21,06
(FeSO,) | 119,67 | 1422 | 14050 | 11,38 | 140,33 | 9,29
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Na avaliagdo do pardmetro hematologico quando os animais sdo submetidos a ensaios
toxicologicos subagudo por via oral, foi detectado aumento nos niveis médios de
hemoglobina nos grupos que receberam tratamento com 0s sucos 3, 5 e com sulfato ferroso
durante o periodo de estudo (Tabela 6). Apesar desses aumentos de valores médios nos
tratamento acima descritos, as diferencas ndo se mostram significativas nos varios

tratamentos assim como ao longo do tempo (veja anexo, tabela 2)

Niveis mais altos de hemoglobina foram observados no grupo do tratamento 5 em
comparacgéo a todos os grupos que foram administratos suco de folhas frescas de mandioca.
Em relacdo a este grupo, os dados evideciaram um aumento de aproximadamente 14 unidades
comparado ao grupo controlo (veja anexo, tabela.3).

Tanto o grupo administrado sulfato ferroso como o grupo tratado com o suco 5 registraram

aumento de hemoglobina desde o inicio até o fim da experiéncia.

7.2.2 Determinagao dos niveis de enzimas hepaticas

Quanto as enzimas hepaticas, no estudo de toxicidade subaguda mostrou-se que 0s
parametros enzimaticos nos animais em estudo apresentaram alteracdes evidenciadas pelo
aumento das enzimas ALT nos grupos que receberam tratamento com os sucos 1 e 2,

diminuicdo para os grupos de tratamento com os sucos 3, 4, 5 e o grupo sulfato ferroso.

O parametro ALT ¢é considerado um indicador altamente sensivel de dano hepatocelular e,
dentro de certos limites, pode fornecer uma taxa quantitativa do grau de danificacdo sofrido

pelo figado (Melo et al., 2005).

Dessa forma, o aumento apenas na actividade das enzimas para 0s grupos acima descrito
deve-se provavelmente a uma lesdo dos hepatocitos destes animais. Pode ser que 0s taninos
tenham contribuido para maior actividade da enzima ALT, facto confirmado por (Melo et al,
2008) ao obter aumento da actividade enzimatica de ALT significativo para o grupo que

recebeu dose 1,59 de taninos por kg/peso corporal. Os autores concluiram que saponinas tem
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um impacto directo sobre as fungdes do figado. Possivelmente a exposicdo prolongada de

cianetos tambem contribui para 0 mesmo efeito hepat6toxico.

Segundo Pinto (2013) a actividade elevada de ALT ocorre em doencas hepatobiliares. No
dano hepatocelular leve ha também aumento dessas enzimas 0 que sugere que a
administracdo do suco das ffm por ser de menor diluicdo nos primeiros dois grupos levou a
um incremento da actividade enzimética tecidual associado ao aumento da sintese da enzima
no tecido de origem enquanto para os restantes grupos foi reduzindo pelo factor inverso. Esse
incremento pode ser provavelmente pelo facto de nessses grupos, elementos antinutriocionais
estarem num nivel de concentracdo também maior, 0 que pode desencadear maior

probabilidade de lesdes ou danos das celulas hepaticas no figado.

Os valores médios para a actividade das enzimas AST evidénciaram uma redugdo apenas
para 0s animais do grupo que recebeu o tratamento com o suco 5 e do grupo tratado com
sulfato ferroso. Portanto, tal dado pode sugerir que tanto ao tratado com sulfato ferroso assim
como aos animais tratados com o suco ffm do grupo 5 ndo induziram alteracdo nas
concentracdes plasmaticas destas enzimas enquanto os do grupo 1, 2, 3 e 4 evidénciaram um

aumento da actividade enzimatica.

De acordo com Benevides et al. (2011), outros métodos utilizados no processamento de
alimentos também podem reduzir as concentragdes dos factores antinutricionais tais como:

e adicdo de 4gua ao alimento;

e maceracdo na presenca de sulfitos;

e trituracdo;

e tratamento enzimatico;

e alta pressdo hidrostatica, dentre outros.

A agua, além de lixiviar substancias, pode também facilitar a accdo de outras substancias na
reducdo de factores antinutricionais. Naves et al. citado por (Benevides et al., 2011), diz que
a enzima responsavel pela degradacdo do substrato glicosideo cianogénico € hidrolitica e,

desta forma, necessita da presenca da agua para actuar.
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A enzima AST € encontrada em maior quantidade nas mitocéndrias, cerca de 80% e nédo é
libertada t&o rdpidamente como a ALT que é uma enzima puramente citosolica (Melo et al.,
2005).

A AST estd também presente num grande nimero de tecidos, no miocérdio, musculo
esquelético, rim e cérebro mas de uma forma geral em virtude da sua ampla distribuicdo ndo
tem sido rotineiramente utilizada como parametro laboratorial em ratos. Seus valores normais
ndo diferem significativamente com a idade ou sexo dos animais mas seus niveis elevam-se
na ocorréncia de ocluséo arterial aguda proporcionalmente ao grau de isquemia. Em caso de
dano muscular severo, a persisténcia de altos niveis de AST indica dano tecidual irreversivel.
Em congestéo hepética por problemas cardiacos, seus niveis apresentam-se elevados devido

ao figado congestionado (Alves, 2007).

Alves (2007) indica que em fase inicial, a lesdo hepética pode ser detectada a apartir do
aumento dos niveis de enzimas hepaticas no sangue. Esse aumento pode ser devido a necrose

celular ou pelo aumento de permeabilidade da membrana celular.

Em relacdo ao grupo tratado com o sulfato ferroso, os resultados da AST assim como o da
ALT, mostraram uma reducdo ao longo do tempo. Resultado similar foi observado para o
grupo que recebeu o tratamento suco 5 de folhas frescas de mandioca. Nos grupos do
tratamento 1 e 2 com suco de ffm, os resultados evidenciaram um aumento da ALT e AST

respectivamente.

Ainda em relacdo as enzimas, para os grupos 3 e 4, os resultados da ALT mostraram ser
inversamente proporcionais aos da AST. A presenga de elevados niveis de enzimas AST no
plasma pode provavelmente ser indicativo de lesdo hepatica grave. Quanto maior for o nivel
de AST/ALT, maior é a gravidade da lesdo (Lora, 2007). Com o elevado consumo e o
periodo prolongado da ingestéo de cianetos contidos nas folhas frescas de mandioca, pode ser

que o suco tenha provocado alteracfes das enzimas AST numa resposta inflamatdria toxica.
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Os resultados da creatinina do dia zero (0) até ao fim da experiéncia (trinta dias depois)
mostraram uma reducdo em todos os grupos de tratamento com excepg¢do do grupo 5 que

mostrou uma discrepéancia comparados aos restantes.

Os resultados de uréia mostraram uma reducdo em todos os tratamentos ao longo do periodo
da experiéncia. A ureia do organismo e proveniente da ingestao alimentar, na sua maioria
sendo formada no figado e excretada pelo rim. Os factores que provavelmente podem ser
considerados como responsaveis por este resultados em murganhos sao:

- Baixa absorc¢éo do intestino ou por incapacidade do figado de metabolizar a proteina, como
na insuficiencia hepatica;

- Desnutricao.

AlteracBes dos niveis de creatinina podem ser indicativo de disfungdo renal. A dimuicdo da
filtracdo glomerular de forma geral, leva ao aumento das concentracGes plasmaéticas de
creatinina e uréia. Em ratos, niveis plasmaticos alterados para uréia ndo sdo bons indicadores
de lesdo renal mas alteragdes na creatinina podem ser um indicador confiavel para avaliar a
presenca da lesdo, pois seu nivel sérico ndo é influenciado pela dieta, idade ou sexo (Alves,
2007).

O nivel de uréia serve para o estabelecimento de diagndéstico na distin¢do entre varias causas
da insuficiéncia renal, ndo é tdo especifica como a creatinina (principal indicador da funcéo
renal). Observa-se elevacdo dos niveis de creatinina no sangue apenas quando ha lesdo aos

néfrons funcionais (Teixeira et.al., 2009).

Segundo Costa (2011), grande parte dos danos causados por intoxica¢fes acometem o figado,
coracdo e rins. Assim, o aumento dos niveis das enzimas, encontradas no interior das células

destes tecidos, mostrara a existéncia de lesdo e o tecido acometido.

Os parametros ALT, AST, creatinina e uréia observaram uma reducgdo ao longo do tempo
(Tabela 7) quando diferentes doses do suco de folhas de mandioca foram administrados,

durante um periodo relativamente longo (30 dias),
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Os resultados do pardmetro AST mostraram, em média, um aumento ao longo do tempo,
excepto nos casos em que 0s animais receberam o tratamento controlo com sulfato ferroso e
ainda o tratamento com o suco 5, onde os valores reduziram de 280,96 para 149,3 e de 208,8

para 196,1 g/L respectivamente (Tabela 7)
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Tabela.7: Variacdo dos niveis de ALT, AST, Creatinina e Uréia durante 30 dias de

administracdo de diferentes doses de suco de folhas frescas de mandioca

Dia 0 Dia 15° Dia 30°
Parametro Tratamento
Média o | Média o | Média o
Suco 1 3020 1182 | 60,72 1882 | 5519 8,68
Suco 2 3235 773 | 2661 725 | 37,96 19,40
g Suco 3 4093 728 | 3250 621 | 3448 20,90
- Suco 4 6522 1732 | 3992 779 | 5950 11,12
< Suco 5 8251 3412 | 4708 17,36 | 3562 26,08
FeSO, 53,86 22,54 | 3824 14,10 | 4529 7,33
Suco 1 12390 2152 | 26378 52,10 | 39372 307,20
Suco 2 00,65 2245 | 10826 2132 | 17648 139,35
g Suco 3 11246 2300 | 9455 21,99 | 23001 3156
= Suco 4 21255 4853 | 17540 3880 | 239,08 34,21
< Suco 5 208,78 14427 | 12049 4535 | 196,08 131,05
FeSO, 280,06 184,67 | 18335 46,55 | 149,30 80,90
Suco 1 7923 948 | 1583 299 | 414 257
g Suco 2 7863 1866 | 1782 520 | 855 9,07
El Suco 3 7795 439 | 1137 729 | 633 9,12
g Suco 4 8405 3407 | 1722 527 | 936 5,00
: Suco 5 3515 1046 | 1912 270 | 22415 7,98
© FeSO, 7970 2911 | 1138 597 | 1132 9,80
Suco 1 1810 378 | 1215  L64 | 1197 135
~ Suco 2 2101 1211 | 1439 282 | 11,75 5,64
S Suco 3 16,80 328 | 1296 299 | 992 653
£ Suco 4 1720 474 | 1278 121 | 1502 2,46
E Suco 5 1372 263 | 1402 404 | 1269 412
FeSO, 1648 382 | 1482 232 | 1259 598
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Em relacdo ao peso dos animais tratados com diferentes doses de suco de folhas frescas de
mandioca, como observado no grafico acima (Figura 9), verificou-se um aumento do peso
médio em cada grupo até ao 13° dia, seguindo-se uma notéria diminuicdo até o 22° dia, tendo
novamente voltado a aumentar para 0s animais que receberam tratamento com o suco 5. Estes
grupos (tratamento com sulfato ferroso e com o suco de folhas frescas de mandioca na dose
0,6 mg/Kg, tratamento 5) mostraram um aumento continuo do peso dos animais até ao ultimo
dia da experiéncia sugerindo a ocorréncia dum efeito similar entre a administragéo de sulfato
ferroso e suco de folhas frescas de mandioca na dose de 0,9 mg/Kg correspondente ao

tratamento 3.

Tratamento

40.0 — Sulfato ferroso
— 1:01
—1:02
— 1:03
— 1:04
1:05

35.07

Peso (g)

30.07

25.0 T T T T T T
1 5] 13 22 29 32

Tempo (dias)
Figura 9 — Variacdo do peso dos animais tratados com diferentes doses de suco de folhas

frescas de mandioca durante 30 dias.

7.3. Consumo de agua dos murganhos

O consumo médio de agua foi bastante varidvel em todos grupos ao longo dos 30 dias de
observacao tendo o grupo administrado o suco 4 apresentado maior consumo de agua. Os
resultados obtidos sobre o consumo de dgua ndo demonstram qualquer tendéncia clara e por

conseguinte ndo permitem fazerr qualquer avaliacdo sobre o efeito da ingestdo do suco de
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folhas frescas de mandioca sobre este parametro particular, ndo demostrando igualmente

qualquer relagcdo com sinais de toxicidade da planta nos animais.

Tabela 8: Valores de consumo de &gua por animais tratados com diferentes doses de suco de

folhas frescas de mandioca durante um periodo de 30 dias.

Consumo de agua (ml)

Tratamento Média c
Suco 1 35,78 11,78
Suco 2 39,84 11,81
Suco 3 31,16 9,10
Suco 4 45,63 12,62
Suco 5 23,59 5,27
FeSO, 34,47 8,91

7.4. Avaliacdo comportamental

Apoés a administracdo do suco das ffm em diferentes tratamentos foi evidente uma agitacdo
dos animais, possivelmente resultante da manipulacdo uma vez que esse comportamento foi
igualmente observado nos animais administrados sulfato ferroso, tendo normalizado passados

cerca de 15 minutos.
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7.5. Avaliacdo macroscopica de drgdaos e tecidos

Todos os animais administrados suco de folhas frescas de mandioca para ensaio de toxicidade
aguda na dose de 300 mg/Kg e intoxicagdo subaguda nas doses de 0.6, 0.8, 0.9, 1.6 e 3.1
mg/Kg, bem como os animais do grupo de controlo, administrados sulfato ferroso na dose de
0.5 mg/Kg foram submetidos a uma necropsia apos colheita de sangue, com vista a detectar
lesbes macroscopicas em diversos 6rgdos, particularmente figado, rins, pulmdes, bago e
coracdo. Das observacOes realizadas apds o término do periodo de observagdo dos animais
ndo foi detectada qualquer alteracdo macroscopica nos 6rgéaos e tecidos em todos 0s animais

submetidos necropsiados.

No entanto, ao longo da experiéncia foi notdrio o aparecimento de tumefacbes edematosa na
regido ventral do pescogo e na zona lateral da cabeca em dois murganhos tratados com o suco
de folhas frescas de mandioca na dose de 3.1 mg/Kg de peso vivo Na necropsia dos dois
animais sacrificados devido ao facto de apresentarem as lesdes descritas, foi notério também

0 aparecimento de zonas de grande congestdo dos vasos sanguineos.

De acordo com Santos et al.(2008) em geral, edemas pode ocorrer por alteracbes de
permeabilidade vascular, falha circulatéria (aumento da pressdo hidrostatica) e
hipoproteinemia por insuficiéncia renal, parasitoses ou ma-nutricdo. Recomenda-se que 0S
clinicos levem em consideracdo essas possibilidades, ao realizar diagnostico diferencial de

insuficiéncia hepaética.

Os principais sinais clinicos causados pela insuficiéncia hepéatica sdo ictericia, edema,
hemorragias, fotossensibilizacdo e encefalopatia hepatica. O edema em animais ocorre
principalmente nas partes de declive (regides ventrais) do tecido subcutaneo, mas também em

cavidades organicas, no mesentério e parede de algumas visceras.
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(© (D)

Figura 10: Fotograficas de murganhos antes e depois de sacrificados humanamente para

exame de lesdes tumefacientes ap6s administracdo de suco de folhas frescas de madioca. (A)
Animal com pélo ericado e tumefacdo na porcdo ventral do pescoco, (B) Animal com
tumefacéo na parte lateral da cabeca; (C) e (D) Animais com incisdo ventral longitudinal para

exame macroscopico de 6rgdos e tecidos da cavidade abdominal e toraxica.

A estimativa da seguranca dos medicamentos e de produtos vegetais administrados por via
oral é realizada em animais de experimentacdo, visando simular situacdo de uso/exposicao
humana. Uma boa correlagdo tem sido relatada entre roedores (ratos ou murganhos) e o ser
humano, quanto ao uso nos animais experimentais, de doses elevadas ou limites e de doses
proximas as de uso humano sendo, portanto, Uteis na investigacdo dos efeitos agudos toxicos

(Cunha et al, 2013).

Dissertagdo MSc Tecnologia de Alimentos - Suzana da Cruz

58



Avaliagdo do suco de folhas frescas de mandioca como suplemento nutricional de ferro

A finalidade deste estudo foi obter informacdes a respeito da toxicidade do suco de folhas
frescas de mandioca quando administrado repetidamente ao individuo para efeito

farmacoldgico.

A duragéo de exposic¢do (30 dias) foi definida em func¢do do que se pretende em termos de
uso clinico das folhas de mandioca como suplemento nutricional de ferro. O estudo foi
desenvolvido em conformidade com as diretrizes para estudos de Toxicidade Oral de Doses
Repetidas de substancias quimicas (Azeredo, 2008), tendo possibilitado chegar a conclusdes

importantes.
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8. Conclusdes

O suco de folhas frescas de mandioca (Manihot esculenta Cruntz) promoveu alteraces do
perfil da actividade enzimaética indicativas de uma possivel ac¢do sobre diversos 6rgaos,
particularmente figado e rins em murganhos administrados diferentes concentragdes do suco

ao longo de um periodo de 30 dias.

O aparecimento de alteragbes bioquimicas e lesbes do tipo tumefagdes edematosas nos
animais tratados por via oral demonstra que o suco de folhas frescas de mandioca é absorvido

por esta via e interage com diversos 6rgaos.

O suco de folhas frescas de mandioca pode ser considerado que é particularmente toxico
quando administrado de forma repetida por via oral em murganhos, e quanto maior for a

dose/quantidade, maior ¢ a toxicidade.

A administragdo do suco em dose Unica ndo foram observados sinais de intoxicacdo nem

morte de nenhum animal transcorridos 14 dias do estudo.

A auséncia de alteracbes morfoldgicas nas células sanguineas e na contagem das mesmas
(resultas ndo exibidos), demonstra que o suco de folhas frescas de mandioca ndo causa

quaisquer efeitos toxicos na medula 6ssea e a homeostase do sistema circulatério.

Uma vez que ndo se observa uma variacao significativa no consumo de ragéo, agua, ganho de
peso corporal dos animais tratados, conclui-se que o suco de folhas frescas de mandioca nao

causa qualquer efeito adverso sobre o parametro crescimento dos animais.
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9. Recomendacgdes

Recomeda-se que preparados de folhas frescas de mandioca sejam melhor estudados.
- Estudos toxicologicos pré-clinicos:
- Toxicidade croénica,

- Genotoxicidade, porque o suco de folhas frescas de folhas frescas de mandioca ¢é
frequentemente consumido por mulheres gestantes como suplemento nutricional de ferro.

Dados os resultados obtidos neste estudo, levando o principio da precaucdo, o consumo do
suco de folhas frescas de mandioca ndo deve ser encorajado até que novos estudos de

seguranca sejam conduzidos e garantam seu uso adequado.
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10. Constragimentos e consideracdes finais

A avaliagéo do suco de folhas frescas de mandioca como suplemento nutricional de ferro por
via da investigacdo da sua toxicidade aguda e subaguda e a influéncia que exerce no
organismo sobre os niveis de ferro, medido através da concentracdo da hemoglobina é de
suma importancia para a satde publica, uma vez que a planta € commumente utilizada pelas
comunidades para o tratamento da anemia, sendo consumida na forma de suco das folhas

trituradas e espremidas ou por via de mastigacéo directa das folhas.

O ensaio de toxicidade aguda numa dose Gnica ndo revelou a presenga de quaiquer sinais
adversos do consumo do suco de folhas frescas de mandioca. No entanto, o teste de
intoxicacdo subaguda, no qual o consumo do suco de folhas frescas de mandioca é realizado
ao longo dum periodo de tempo relativamente longo demonstrou que a planta tem potencial
para provocar intoxicagdo mesmo quando consumida em doses muito baixas, por via oral, o
que demonstra a possibilidade de intoxicagdo por essa via comumente utilizada por seres

humanos, particularmente mulheres gravidas.

Apesar de ndo terem sido observadas alteracdes macroscépicas hepaticas, renais, pulmonares
ou do tracto gastrointestinal, a hiperémia e hemorragia verificadas, bem como as tumefacGes
observados ante-morte, determinaram um quadro de lesGes agudas e subagudas de Orgédos
internos vitais. O aumento dos niveis de enzimas como ALT e AST ao longo do tempo de

administracao do suco de folhas frescas de mandioca confirma esta situacéo.

Para melhor entendimento do quadro de lesGes que podem potencialmente resultar do
consumo do suco de folhas frescas de mandioca, particularmente a nivel do figado,
recomenda-se que preparados de folhas frescas de mandioca sejam melhor estudados, por
exemplo avaliando os niveis de bilirrubina sérica (intoxicacdo por plantas hepatotoxicas), a
determinacdo de metemoglobina sérica (intoxicagdo por plantas ricas em nitratos-nitratos) e

de calcio sérico (intoxicagdo por plantas ricas em oxalatos).
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Deve-se ter em conta que, tal como apontam os resultados do ensaio de toxicidade subaguda,
doses elevadas ou até mesmo baixas usadas diariamente pela populagao podem levar a
intoxicacdo subcronica, devido ao consume constante por um tempo mais prolongado,
podendo resultar em lesdes graves que podem causar insuficiéncia hepatica, renal, entre

outras.

Uma das formas de determinacdo de dose segura para uso em humanos € baseada na
determinacdo da dose do composto em avaliacdo, que ndo possui quaisquer efeitos toxicos
observaveis na espécie animal mais sensivel testada em estudos toxicoldgicos pré-clinicos
com duragéo de quatro semanas. Nesses ensaios usa-se No Observable Adverse Effect Level
(NOAEL) ou seja o nivel ou concentragdo na qual nenhum efeito adverso é observado na
espécie mais sensivel, conforme estabelecido por Reigner & Blesch (2002). A dose segura

para seres humanos poderao ser estimada usando a formula 1/10 x NOAEL X 70 kg x 1/10.

Os resultados alcancados neste estudo contribuem para informar e influenciar um uso seguro
das folhas frescas de mandioca, quica outras partes da planta, uma vez que foi possivel
demonstrar que o suco de folhas frescas de mandioca provoca hepatoxicidade e

nefrotoxicidade discretas, por via oral.

Contudo, os efeitos do uso das folhas de mandioca como suplemento nutricional de ferro ou
como fitoterapico na forma de outras preparacdes precisa ainda de ser estudados. E imperioso
realizar estudos toxicoldgicos pré-clinicos incluindo estudos de toxicidade cronica e de
genotoxicidade, esta Gltima particularmente porque o suco de folhas frescas de mandioca é

frequentemente consumido por mulheres gestantes como suplemento nutricional de ferro.

Em termos de constrangimentos enfrentados durante a realizagcdo das diversas fases do
estudo, destaca-se:

¢ Dificuldade de aquisicdo de materiais para a pesquisa no mercado local tal como tubos

Vacutainer® com EDTA, tubos capilares para microhematocrito sem heparina, cuvetes

descartéveis, recorrendo ao meio exterior para adquir-los.
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Insuficiéncia de reagentes para andlises hematoldgicas, tendo limitado o ndmero de
testes realizados apenas ao estritamente requerido para validade cientifica do trabalho;
Limitado namero de gaiolas, implicando a necessidade de realizacdo do estudo num

periodo de tempo mais longo para completar os diversos ensaios.
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Anexo

Tabela 1: Teste F e p-value para os efeitos fixos do modelo linear misto, e diferenca de
médias (erro padrdo) entre baseline ou dia 0 e dia 14 depois em cada tratamento e respectivos
p-values.

Num Den
Efeito DF DF F value Pr>F
Dose 1 4 0.03 0.8818
Tempo 1 4 1.08 0.3575
Dose*Tempo |1 4 0.52 0.5124

e Da Tabela acima, pode-se concluir que ndo existem diferencas significativas entre o0s
niveis médios de hemoglobina dos tratamentos aplicados e nem entre os niveis médios
no baseline e 14 dias depois.

Tabela 2: Diferenca de médias (erro padréo) entre baseline ou dia 0 e dias 15 e 30 em cada
tratamento e respectivos p-values

Hemoglobina

Diferenca Estimativa (e.p.) p-value
0 — dias 15:30 em FeSO, | 20.750 (8.11) 0.0132
0 — dias 15:30 em 1:01 -10.81 (8.25) 0.1950
0—dias 15:30 em 1:02 | -10.25 (8.11) 0.2116
0 — dias 15:30 em 1:03 1.591 (8.25) 0.8477
0 —dias 15:30 em 1:04 -4.09 (8.25) 0.6214
0 —dias 15:30 em 1:05 4,917 (8.11) 0.5469

e Verificou-se apenas um aumento significativo do nivel médio de hemoglobina
(aproximadamente 21 unidades) dos animais que receberam Sulfato de Ferro, em
relacdo ao nivel no baseline.

Dissertagdo MSc Tecnologia de Alimentos - Suzana da Cruz

71



Avaliagdo do suco de folhas frescas de mandioca como suplemento nutricional de ferro

Tabela 3: Diferenca de médias (erro padréo) entre tratamento com Sulfato de Ferro (FeSQO,)

€ 0S outros tratamentos e respectivos p-values.

Hemoglobina
Diferenca Estimativa (e.p.) p-value
1:01 — FeSO,4 -0.375 (5.30) 0.9440
1:02 — FeSO.4 9.167 (5.21) 0.0887
1:03 — FeSO4 6.061 (5.30) 0.2620
1:04 — FeSO, 4.437 (5.30) 0.4092
1:05 — FeSO, 13.944 (5.21) 0.0119

e Para hemoglobina, podemos observar que o nivel médio de hemoglobina aumentou
significativamente aproximadamente 14 unidades nos animais recebendo a dose 1:05
quando comparado com animais que receberam Sulfato de Ferro (p-value=0.012).
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