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RESUMO

Diante da grande biodiversidade brasileira, surge a perspectiva de aproveitamento de algumas
espécies para fins alimenticios, com destaque para as hortalicas ndo-convencionais, por
possuirem grande quantidade de nutrientes. Devido ao seu alto teor de nutrientes, a Pereskia
aculeata Miller (P. aculeata) destaca-se como uma das espécies mais promissoras de grupo.
Entretanto, sob a perspectiva de que a ingestdo de vegetais pode resultar na intoxicacao ou no
surgimento de alteracdes metabodlicas, faz-se necessirio pesquisar sobre as propriedades
toxicas, antinutricionais e os respectivos efeitos no organismo humano. O objetivo do
presente trabalho foi avaliar os possiveis efeitos toxicoldgicos, antinutricionais e alteragcdes
metabolicas em camundongos submetidos a uma suplementac@o alimentar com farinha de P.
aculeata na alimentagdo. Os animais foram submetidos ao teste Up-and-Down, ensaios de
suplementagdo cronica por 30 e 90 dias, e a testes para a determinacdo de fatores
antinutricionais. O teste Up-and-Down se deu através da estimativa da DLsy em que foram
administradas doses de 175 mg/kg a 5.000 mg/kg de animal, por via oral. Na avaliacdo da
suplementagdo por 30 e 90 dias, a farinha das folhas de P. aculeata foi suplementada na
racdo convencional de camundongos, nas concentracdes de 5%, 10% e 20% de inclusdo. A
determinacdo dos fatores antinutricionais se deu através dos ensaios de atividade inibitéria de
tripsina e determinacdo da concentragcdo de taninos totais. Nesses protocolos, foram avaliados
parametros comportamentais, bioquimicos, hematol6gicos e histopatologicos. Também foram
realizadas andlises para a determinacdo bromatologica das folhas de P. aculeata. Os dados
bioquimicos e hematoldgicos obtidos, além dos relacionados ao ganho de massa corpoérea,
ingestdo de 4gua e racdo, bem como a massa dos Orgdos, foram tabulados e plotados nos
programas GraphpadPrism 5.0 e Microsoft Office Excel 2013°® para analise estatistica. A
DLsoda P. aculeata nesse estudo foi estimada superior a 5000 mg/Kg, além de nio apresentar
efeitos toxicoldgicos ou alteracdes comportamentais nos animais submetidos ao teste. Na
andlise de suplementacdo cronica por 30 e 90 dias, os animais apresentaram reducdo nos
teores de glicose, triglicerideos e colesterol. Entretanto, os mesmos apresentaram valores
elevados para AST e ALT, o que pode estar relacionada com as alteracdes hepaticas
observadas nesse estudo. Além disso, os animais apresentaram alteracdes nos parametros
hematimétricos, o que aponta indicios de anemia, e lesdes histopatoldgicas no figado. Além
disso, a planta estudada em questdo, apresentou baixos teores de inibidores de tripsina (0,114
Ul/mg) e taninos taninos (0,40%), na sua composi¢do. Deste modo, observa-se que a P.

aculeata possui efeitos deletérios a niveis bioquimicos, hematoldgicos e histopatoldgicos a



niveis cronicos de suplementacdo, mais precisamente no nivel de inclusdo de 20% na racao,

mas sem ocasionar efeitos severos ou levar os animais a obito.

Palavras-chave: Seguranca alimentar, Pereskia aculeata Miller, Efeitos tdéxicos e

antinutricionais, Suplemento proteico.



ABSTRACT

Given the broad Brazilian biodiversity arises the harnessing perspective of some species used
in food purposes, especially for the non-conventional vegetable crops, since they have large
amount of nutrients. Due to its high content of nutrients, Pereskia aculeata Miller (P.
aculeata) stands out as one of the most promising species group. However, from the
perspective of the intake of vegetables can lead to the intoxication or the appearance of
metabolic changes, it becomes necessary research about the toxic properties, anti-nutritional
and their effects on the human body. The objective of this study was to evaluate the possible
toxicological effects, anti-nutritional and metabolic alterations in mice subjected to a dietary
supplementation with P. aculeata flour in food. The animals were subjected to testing Up-
and-Down, chronic supplementation trials for 30 and 90 days, and tests for the determination
of anti-nutritional factors. The up-and-down test occurred through the estimated LDsj in
which doses were administered 175 mg / kg to 5,000 mg / kg animal by the oral route. In the
evaluation of supplementation for 30 and 90 daysthe flour of P. aculeata leaves in
conventional diet was supplemented mice, in concentrations of 5%, 10% and 20% inclusion.
The determination of antinutritional factors occurred through the inhibitory activity of trypsin
assays and determination of the total concentration of tannin. In these protocols were
evaluated behavioral, biochemical, hematological and histopathological parameters. Also
analyzes were performed for the determination of bromatological P. aculeata leaves. The
biochemical and hematological data, in addition to related to body mass gain, drinking water
and food, as well as the mass of bodies, were tabulated and plotted in programs
GraphpadPrism 5.0 and Microsoft Office Excel 2013® for statistical analysis. The LDsg of P.
aculeata in this study was estimated more than 5000 mg / kg, besides not presenting
toxicological effects or behavioral changes in the test animals. In the chronic
supplementation analysis 30 to 90 days, the animals showed a reduction in glucose levels,
triglycerides and cholesterol. However, they showed high values for AST and ALT, which
may be related to the liver abnormalities observed in this study. Additionally, the animals
showed changes in hematometric parameters, the pointing indication of anemia, and
histopathological lesions in the liver. Moreover, the plant in question studied, showed low
levels of trypsin inhibitor (0.114 IU / mg) tannin and tannin (0.40%) in its composition. Thus,
it is observed that P. aculeata has deleterious effects levels biochemical, hematological and
histological levels of the chronic supplementation, more precisely in 20% inclusion levels in

the diet, but without causing severe effects or cause animals died.



Keywords: Food security, Pereskia aculeata Miller, Toxic and anti-nutritional effects,

Protein supplementation



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 01 Pereskia aculeata MlIer..............ccccoceevieiiiniiniininninicniiicncennn 32
FIGURA 02 Modelo da metodologia de Diagnose Foliar............cccccococviriinienncnne 47

FIGURA 03 Representacdo esquematica da escolha da dose para estimativa da
DLsg de P. aculeata através da OECD 425.........cccooviiniiiniiniiinnens



TABELA 01

TABELA 02

TABELA 03
TABELA 04

TABELA 05

TABELA 06

TABELA 07

LISTA DE TABELAS

Concentragdo de ferro de diferentes alimentos comparados com
as folhas de P. aculeqrt@...............cccoceeveevceeenicnceeniinieeniceeeene.
Valores nutricionais das folhas de P. aculeata expressos em
IMALETIA SECA...c.uviieiiieeiiieeeie e ettt e e e et e e e e s e e saeeeseaeeeens
Teor de minerais das folhas de P. aculeata..................................
Pesos inicial e final dos camundongos ap6s administracao de
suspensdo de farinha das folhas de P. aculeata via oral, bem
como observacdo e o aparecimento de sinais de toxicidade e
MOTtAlidade.......oeveieiiiieeee e
Achados na andlise histopatolégica do figado dos animais
submetidos aos tratamentos com diferentes niveis de inclusdo
da farinha de folhas de P. aculeata.................cccocueevcvveencreeannen..
Achados na analise histopatologica dos rins dos animais
submetidos aos tratamentos com diferentes niveis de inclusio
da farinha de folhas de P. aculeata................c.ccccovuervuvinucaunnne.
Achados na analise histopatologica do coracdo dos animais
submetidos aos tratamentos com diferentes niveis de inclusao

da farinha de folhas de P. aculeat................ceeeeeveeeeeeeuveeaaaanaannn.

33

55
55

57

78

78



Grafico 01

Grafico 02

Grafico 03

Grafico 04

Grafico 05

Grafico 06

Grafico 07

LISTA DE GRAFICOS

Consumo semanal médio de dgua (mL) dos grupos experimentais
tratados por 30 e 90 dias com racdo padrao (CN) e ragdo padrio
incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes

de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Consumo semanal médio de racdo (g) dos grupos experimentais
tratados por 30 e 90 dias com racdo padrao (CN) e racdo padrio
incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes

de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Ganho de massa corporea (g) dos grupos experimentais tratados por
30 e 90 dias com rac¢do padrdo (CN) e racdo padrio incorporada de
farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes de 5% (FPA
5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Concentracdo plasmatica de glicose (mg/dL) dos grupos
experimentais tratados por 30 e 90 dias com racdo padrio (CN) e
racdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA)

nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Concentracdo plasmatica de colesterol (mg/dL) dos grupos
experimentais tratados por 30 e 90 dias com racdo padrio (CN) e
racao padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA)

nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Concentracdo plasmatica de triglicerideos (mg/dL) dos grupos
experimentais tratados por 30 e 90 dias com racdo padrio (CN) e
racdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA)
nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Concentracdo  plasmatica de wureia (mg/dL) dos grupos

experimentais tratados por 30 e 90 dias com racdo padrdo (CN) e

58

59

59

60

61

62



Grafico 08

Grafico 09

Grafico 10

Grafico 11

Grafico 12

Grafico 13

racdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA)

nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Concentracdo plasmética de creatinina (mg/dL) dos grupos
experimentais tratados por 30 e 90 dias com racdo padrio (CN) e
racdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA)

nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Concentracdo plasmatica de globulina (g/dL) dos grupos
experimentais tratados por 30 e 90 dias com racdo padrio (CN) e
racdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA)
nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Concentracdo plasmatica de proteinas totais (g/dL) dos grupos
experimentais tratados por 30 e 90 dias com racdo padrao (CN) e
racdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA)
nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Concentracdo plasmatica de albumina (g/dL) dos grupos
experimentais tratados por 30 e 90 dias com racdo padrao (CN) e
racdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA)

nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Concentracdo plasmatica de AST (U/L) dos grupos experimentais
tratados por 30 e 90 dias com ra¢do padrdo (CN) e racdo padrdao
incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes

de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Concentracdo plasmatica de ALT (U/L) dos grupos experimentais
tratados por 30 e 90 dias com racdo padrao (CN) e ragdo padrio
incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes

de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

63

63

64

65

65

66



Grafico 14

Griafico 15

Grafico 16

Grafico 17

Grafico 18

Grafico 19

Grafico 20

3
Concentragdo de leucdticos (10 /uL) dos grupos experimentais
tratados por 90 dias com ragdo padrao (CN) e racdo padrio
incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes

de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Numero de hemaécias (x106/pL) dos grupos experimentais tratados
por 90 dias com ra¢do padrao (CN) e ra¢do padrdo incorporada de
farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes de 5% (FPA
5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Concentracdo de hemoglobina plasmatica (g/dL) dos grupos
experimentais tratados por 90 dias com ra¢do padrao (CN) e racdo
padrio incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas
inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Valor de hematdcrito (%) dos grupos experimentais tratados por 90
dias com ra¢do padrao (CN) e racdo padrio incorporada de farinha
de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10%
(FPA 10%) e 20% (FPA

Volume corpuscular médio (fL) dos grupos experimentais tratados
por 90 dias com ragdo padrao (CN) e racdo padrdo incorporada de
farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes de 5% (FPA
5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

O teor de hemoglobina corpuscular média (pg) dos grupos
experimentais tratados por 90 dias com racdo padrao (CN) e racdo
padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas
inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (%L) dos grupos
experimentais tratados por 90 dias com racdo padrao (CN) e racdo

padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas

68

68

69

70

70

71



Grafico 21

Grafico 22

Grafico 23

Grafico 24

Grafico 25

Grafico 26

inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Numero de plaquetas (10 /uL) dos grupos experimentais tratados
por 90 dias com ra¢do padrdao (CN) e racdo padrdo incorporada de
farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes de 5% (FPA
5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Ndmero de leucéticos totais (10*/uL) dos grupos experimentais
tratados por 90 dias com racdo padrio (CN) e racdo padrdo
incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes

de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Numero de neutréfilos (103/;.1L) dos grupos experimentais tratados
por 90 dias com ra¢do padrao (CN) e ra¢do padrdo incorporada de
farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes de 5% (FPA
5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Ndmero de linfécitos (10*/uL) dos grupos experimentais tratados
por 90 dias com ra¢do padrao (CN) e ra¢do padrdo incorporada de
farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusoes de 5% (FPA
5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Massa absoluta do 6rgao figado (g) dos camundongos apds o
tratamento por 30 e 90 dias com ragdo padrdao (CN) e racdo padrao
incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes

de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

Massa absoluta do o6rgdo rim (g) dos camundongos apds o
tratamento por 30 e 90 dias com ragdo padrdo (CN) e racdo padrao
incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes

de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA

72

72

73

74

74

75

76



Grafico 27

Massa absoluta do 6rgdao coragdo (g) dos camundongos apds o
tratamento por 30 e 90 dias com ragdo padrido (CN) e ragdo padrao
incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes

de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA



ALT
ANOVA
ANVISA
AST
CAPES
CEPA
CHCM
CN

CPF

CPF
CONSEA
DLso
DPC
EDTA
EPM
FAO
FDA
FDN
FPA
FPA 5%
FPA 10%
FPA 20 %
FPG
HCM

HE

1P

MS
OECD

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Alanina Aminotrasferase

Andlise de Variancia

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Aspartato Aminotransferase

Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
Comité de Etica em Pesquisa Animal
Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média
Controle Negativo

Concentrado Proteico de Folhas

Concentrado Proteico de Folhas

Conselho Nacional de Seguranca Alimentar

Dose Letal

Desnutricao Proteico-Calorica

Acido Etilenodiaminotetracético

Erro Padrao da Média

Organizagao das Nagdes Unidas para agricultura e Alimentacdo
Fibra em Detergente Acido

Fibra em Detergente Neutro

Farinha de Pereskia aculeata

Inclusdo de 5% de farinha de P. aculeata

Inclusdo de 10% de farinha de P. aculeata
Inclusdo de 20% de farinha de P. aculeata
Farinha de Pereskia grandifolia

Hemoglobina Corpuscular Média
Hematoxilina-Eosina

Inibidor de Proteases

Matéria Seca

Organizacdo para Coopera¢do Economica e Desenvolvimento



OECD 408 Repeated Dose 90 - Day Oral Toxicity

OECD 425 Acute Oral Toxicity - Up-And-Down Procedure
P<0,05 Nivel de significancia de 5%

p-v Peso vivo

RE Resolugdo Especial

SAN Seguranca Alimentar e Nutricional

TACO Tabela Brasileira de Composicao dos Alimentos
UFC Universidade Federal do Ceara

UNILAB Universidade Federal da Lusofonia Afro-Brasileira

VCM Volume Corpuscular Médio



SUMARIO

1 INTRODUGAOQ ..cueeercrrerersnesesssesessesesssesssssssssssesssssssssssesssssssssssssssssessssssesessssssssese ses 22
2 REVISAO DE LITERATURA ......cuouevureeteerssessessesessesssesssssssesssssssesssessessssessssessesssseses sos 25
2.1 Desnutricio e a importiancia das proteinas na alimentacao.......c.cceevesrurccnecssercsanes cae 25
2.2 Seguranca alimentar e os desafios de combate a fome e a desnutricao.......ccceeeueeeeus 27
2.3 Hortalicas NAO-CONVENCIONAIS «.cccererrnrressssnreessssansecssssassosssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss sos 28
2.4 Pereskia aculeata Miller e seu potencial como suplemento alimentar proteico........ 30

2.5 Perspectivas na utilizacao de P. aculeata na suplementacio alimentar e importancia

dos ensaios de tOXICIAAUE ....ccceeeveiireeisuenisnensneiisnensnnissesssnnsssecssessssnsssnssssessssssssssssassssssssase oo 34
2.6 Compostos antinutricionais em P. ACuleat( ............uucueeenueeuevssuensnicsuenssnnnsneessencsanen vae 36
S JUSTIFICATIVA ... iiiiinniiniinninssisssnessissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss oo 39
4 HIPOTESE CIENTIFICA ..ccoueuuurcunnecuneeeesesesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassasssss s 41
S OBIETIVOS auuuiiicirninnnicsnisenssecssissssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss sos 41
5.1 ODJetivo Geral ....iiceiiiieiiisnninsnncssnicssnncsssnecsssnesssssessssnsssssssssssssssssssssssssssssssssssasssss soe 41
5.2 Objetivos ESPeCifiCoS....uuiuuiiniinseinsuinisuinsnnssninsinsssissncsssicsnsssssssssssssssssessssssssssssssssees sa 41
6 METODOLOGIA .....uuoueiriininensicsnissenssecssnssssssesssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases sos 43
6.1 Obtencao da PIANta ......ccoceieivvercnseicssnicssnnicsssnsssssnesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssans ses 43
6.2 DepPOSito da eXSICALA ..cceveicreiereisseinsinsseiesiesssicsnssssisssnesssisssssssssssssssssosssessssssssssssssssses oo 43
0.3 ANIINAIS.ccccivuiiiisrinssninisnnessssnessssnesssecssssncssssssssssesssssesssssesssssssssssessssssssssssssssssssssssssssasssns sos 43
6.4 Preparacao da farinha de folhas secas de P. ACUIEALA ........ueceeueresuerossuniossaniossaseosns vee 44
6.5 Determinacao da composicao elementar de P. ACULEATA.......ccceuereseueiessuniossaniossasessans voe 44
6.5.1 Determinacao de Matéria Seca Total ........uuuneeneeeneenneesnensuensuecenseessaecsesssesssecsnssses soe 44
6.5.2 Determinac@o de Proteing BrUll..........ueecoueosueissunossssosuesssssssssssssssssssssssssssssssssssses sas 44
6.5.3 Determinac@o de EXIrAt0 ELETeo ...uueneeeuesensueiseesenssesssesesssessssssasssesssessasssses soe 45
6.5.4 Determinagdo de Fibra em Detergente Neutro (FDN) e Detergente Acido (FDA).... 45
6.5.5 Determinacao de Matéria MINETAL ...........ueeeeeseveosvrosssarsssassssssssssssssssassssssssssassssons sos 46
6.5.6 Composigdo de minerais de farinha de P. ACULEALIA o.......uuunueeneeoneesonensnnsnsunosserosanen as 46
6.6 Determinacao dos compostos antinULriCIONAIS .....cccveeecercsssnrcssnressnncsssnessssecssssacsans oo 47
6.6.1 INibidores de TIIPSINA ....ueeeeeueresseeeosssnicsssnsssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssasssssns ses 47
6.6.2 Método de reducdo do Acido fosfomoliDAOtINGSHICO ...uuuerererrerrerercrnssersesersesesseses oo 48
0.7 EStIMALIVA (A D5 ccceeereennnnceeeeeeereennreecescecsssssssssssssccssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssose san 49

6.7.1 Preparacd@o da suspensao de P. ACULEALA..........ueeeeeeenesoneesesosunssssiosssosssnssssssssssases sus 49




6.7.2 Estimativa da DLs, de P. aculeata conforme a OECD 425 (Acute Oral Toxicity-Up-

ANA-DOWH PPOCEAUT ) «aveeeeeeeeeeeeeerrsrrsnneeeeeeeesssssnssssssecessssssssnsassssssessssssssassssssssssssssssaasssssssss oo 49
6.8 Estimativa de toxicidade de acordo com o protocolo OECD 408 (Acute Oral Toxicity-
UDP-ANA-DOWN PrOCEAUTE) ..uuuuuennneenneinnnennvnnrensnsnnsnenssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssass soe 50
6.8.1 Preparagao da racdo modificada com farinha de P. aculeat@ .............ccueeeeeneaseonnns oo 50
6.8.2 Ensaio de toxicidade no periodo de 30 € 90 dias........ccccerverercenrcnsanecssansessancessassosons aee 51
6.8.3 Andlise dos parAmetros DiOQUITNICOS .....eeeeevereesseressseresssarssssasessssssssssssssssssasssssasssssas ss 52
6.8.4 Andlise dos par@metros ReMALOIOZICOS ....ceeeeeseressreressreressessssssesssassssssssssssssssasasssas ses 52
6.8.5 Andlise dos pardmetros RiStOIOZICOS ...ccuuueieessrueriessssarsessssasecssssssessssnsssssssssssssssssases aoe 53
6.9 COMILE A FLICA.covuuucrurmscrursncssrsscssssscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses os 53
6.10 Analise eStatiStiCA....ccuverrrisrersirisseissniissinnsnicsssisssnesssnsssnsssssssssssssssssssssssssssessssssssesssssssses 53
7 RESULTADOS .ouoiiiiiniiininsnninsinssicssissssesssisssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss soe 55
7.1 Composicao nutricional das folhas de P. Aculeat@.........ueueeesuercssuerossunnossanecssaseosns oo 55
7.2 Atividade inibidora de Tripsina em folhas de P. aculeat...............uuueeeeessuneeceescnanen oo 56
7.3 Quantidade de taninos totais em folhas de P. ACUICALA .cu....ueeennneeeeeeeeeeeeeerrrreneeeeeeece oee 56
7.4 Estimativa da DLs, pelo protocolo da OECD 425 (Acute Oral Toxicity-Up-And-Down
Y o Q1T 77 ) 56
7.5 Ensaio de suplementacio com farinha de P. aculeata por 30 e 90 dias através da
OECD 408 (Repeated Dose 90-Day Oral TOXICILY) ......cceeeveessuecsessssissssssssessssssssssssssses sus 57
7.5.1 Consumo de dgua e racdo, massa corporea, sobrevivéncia e observagoes
COMPOTIAMECIEALS «evvvveesssssseossssssresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss sos 57
7.5.2 Avaliacdo dos parametros bioquimicos apos 30e 90 dias de tratamento. ............... ... 60
7.6 Avaliacao dos parametros hematologicos apos 90 dias de tratamento..............cue.... 67
7.7 Avaliacao macroscopica € microscopica dos Orgaos ........cceeeeceecscsissaressnrsssnssssesanes sue 75
8 DISCUSSA D .u.ouuiunninnncinncssscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss oos 80
9 COSIDERA COES FINAIS.....covoeeerererernesesesessssesesssesssssessssssssssssesessssssssssssssssssssssesses 95
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ...oouvumeemmnenmascnsaseessasesssssesssssesssssssssssssssessasscss s 97

ANEXOS. tiietinnenneninnennesnisssessessssssessssssssssessssssssssessssssssssessasssssssssssessasssssssssssssasssse o 111



22

1 INTRODUCAO

O Brasil € considerado o pais com a maior diversidade bioldgica do planeta, com mais
de 20% da biodiversidade mundial, onde ha cerca de 45.000 espécies vegetais possuindo as
mais diversas propriedades e aplicacdes. Esta vasta biodiversidade de vegetais se notabiliza
por possuir diversas propriedades, com destaque para a grande quantidade de nutrientes,
como por exemplo, proteinas e minerais (MMA, 2015). Entretanto, a0 mesmo tempo em que
existe uma grande diversidade de vegetais com potencial alimenticio na flora brasileira,
muito desse potencial € ainda subutilizado pelas populacdes, por serem consideradas plantas
invasoras ou daninhas e pela escassez em seu conhecimento. Diante dessa limitacdo, ha como
uma das consequéncias a pequena participacao da biodiversidade brasileira na matriz agricola
nacional e na producao regional de alimentos (KINUPP; BARROS, 2007).

Com o avanco tecnoldgico da agricultura, a indudstria de alimentos passou a priorizar a
utilizag¢do de culturas de maior importancia econdmica, em detrimento de um grande nimero
de espécies que podem servir como complemento alimentar para a populacio (SOUZA,
2014). Segundo dados da Organizacdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(FAO), 95% dos componentes da alimentagdo humana, provém de 30 espécies de plantas,
sendo o arroz, milho, trigo e batata, responsaveis por contribuir com 60% da demanda
alimentar mundial (FAO, 2010).

Dessa forma, em virtude do acesso restrito por parte de algumas populagdes as
espécies convencionais mais utilizadas na dieta, seja por questdes financeiras, comerciais ou
geograficas, a preservacio e a utilizacdo racional dos recursos fitogenéticos nativos e locais
de comunidades agricolas de todo o mundo, em especial dos paises subdesenvolvidos, sdo
necessdrias para a manutencdo e garantia da seguranca alimentar dessas populagdes, além de
terem como garantia a obtencdo de alimentos de forma racional e sustentivel (FAO, 2015).
Com base nesse panorama e levando em consideragdo que milhdes de pessoas ainda sofrem
com a fome e desnutri¢do mundial, a agrobiodiversidade apresenta-se como recurso essencial
para que a seguranca alimentar seja alcancada (SOUZA, 2012).

Quando se fala de caréncia nutricional e desnutri¢do, deparamo-nos com a auséncia
de nutrientes que comprometem o estado fisiologico do individuo. Dentre esses compostos,
destacam-se as proteinas, podendo levar o organismo a um colapso metabdlico, resultando
em um estado que acarreta morbidade e agravamento de possiveis patologias (MONTE,

2000).



23

Assim, a deficiéncia de proteinas estd intimamente relacionada ao problema da
desnutricdo mundial. Nessa perspectiva, algumas plantas, dentre elas as hortalicas,
apresentam altos teores de proteinas, minerais e vitaminas essenciais ao desenvolvimento do
organismo, surgindo como grande potencial para a utilizacdo na suplementacdo alimentar
humana (ROSA; SOUZA, 2003; SILVA, 2005; BRASIL, 2010).

Dentre os principais grupos de plantas utilizados na alimentacdo humana, podemos
destacar as hortalicas ndo-convencionais. Conceitualmente, sao definidas como aquelas
presentes em determinadas localidades ou regides, exercendo influéncia na alimentacdo de
uma populacdo tradicional. Sdo caracterizadas pelo seu excelente valor nutricional, facil
cultivo e baixo custo. Esses alimentos podem ser uma alternativa nutricional para a dieta de
pessoas de baixo poder aquisitivo, substituindo alimentos de alto custo. Também sdo
importantes para a diversificacio alimentar, melhorando a qualidade nutricional e
proporcionando um estado de seguranca alimentar (MAPA, 2010). Embora possuam tais
caracteristicas, ainda ndo estdo inseridas dentro da cadeia produtiva como as hortalicas
domésticas convencionais.

Dentre as hortalicas ndo-convencionais, destaca-se a Pereskia aculeata Miller, mais
conhecida como Ora-pro-nébis. E considerado um excelente complemento alimentar, em
virtude dos elevados teores de proteina, fibras, cdlcio e ferro, sendo muito utilizada e
apreciada na culinaria mineira (ROCHA et al., 2008).

Entretanto, como preconiza a toxicologia, algumas espécies, mesmo que apresentem
substancias de origem natural, podem ser consideradas agentes toxicos, dependendo das
condi¢des de exposi¢cdo, como dose administrada ou absorvida, tempo e frequéncia de
exposicdo e vias de administracio (BARROS; DAVINO, 1996). Além disso, as plantas
podem apresentar na sua constitui¢do, substancias capazes de causar efeitos deletérios no
organismo, que podem interferir com o funcionamento de 6rgdos vitais e nao-vitais. Assim,
apesar da importancia e do potencial nutricional comprovado cientificamente das hortalicas
ndo-convencionais, a quantidade de estudos acerca dessas propriedades ainda sdo
insuficientes na 4rea da toxicologia.

Levando em consideracdo que cerca de 795 milhdes de pessoas no mundo ndo comem
o suficiente para serem consideradas saudaveis pela falta de nutrientes na alimentacdo, a
busca por alternativas no setor de alimentos com a utilizacio de alimentos nao-
convencionais, atende a uma importante vertente do setor de inova¢do, uma vez que busca
suprir as necessidades nutricionais humanas de forma sustentavel, a partir do aproveitamento

de alimentos oriundos da biodiversidade nacional, mediante a comprovagdao de suas
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propriedades nutricionais € os seus possiveis efeitos deletérios ao organismo (FAO, 2014;
SOUZA, 2014).

Para uma melhor compreensao da importancia deste trabalho, a revisdo de literatura a
seguir abordara aspectos relativos a desnutri¢do e a importancia das proteinas na alimentacao,
seguranca alimentar e os desafios de combate a fome e a desnutricdo. Tratard ainda, as
hortalicas ndo-convencionais, com destaque para a P. aculeata e seu potencial como
complemento alimentar protéico, perspectivas e importancia dos ensaios de toxicidade e
aspectos antinutricionais na utilizacdo da P. aculeata na suplementagdo alimentar e o0s

compostos antinutricionais de P. aculeata.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Desnutricao e a importancia das proteinas na alimentacao

Do ponto de vista geral, os alimentos t€m como funcdo principal fornecer nutrientes
necessarios para forma¢dao e manutencao de células e tecidos. Uma alimentacdo equilibrada
contempla todas as necessidades nutricionais de um individuo em termos de macro e
micronutrientes, que posteriormente, irdo compor o ciclo metabdlico. Uma boa nutri¢ao
reduz fadigas musculares, lesdes, otimiza os depdsitos de energia e garante a satde de forma
geral (SHERMAN; COSTILL, 1984; BROUNS et al., 1986; HASSON; BARNES, 1989).

Uma vez que a garantia de bem estar de uma populacio esta relacionada ao acesso a
nutrientes em boa quantidade e qualidade, a auséncia dos mesmos pode ter efeitos
devastadores. Nesse contexto, surgem as definicdes de desnutricdo e subnutricdo,
caracterizadas pela auséncia de nutrientes que acarreta no comprometimento da saude,
ocasionado por uma série de fatores de natureza clinico-social, tais como, pobreza, fome,
infeccOes e dietas pobres ou inadequadas. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
mesmo uma deficiéncia nutricional moderada é capaz de acarretar sérios prejuizos a saide
humana (BLOSSNER; DE ONIS, 2005; MS, 2005; WHO, 2005). Dentre esses nutrientes,
destacam-se as proteinas como um dos mais importantes para a manutencdo dos processos
vitais do organismo. Por serem fontes secundarias de reserva energética e constituintes de
varios processos no organismo, a sua degradacdo pode levar a um colapso fisioldgico,
resultando em um estado que acarreta morbidade e agravamento de possiveis patologias
(MONTE, 2000).

Dentre as principais funcdes das proteinas estdo: atuacdo no crescimento e
manutencdo dos tecidos, formacdo hormonal, transporte de substincias, protecao
imunoldgica, catalisadores de reacdes organicas e substrato para obtencdo de energia. Além
disso, esses compostos organicos possuem fungdes de transferéncia de moléculas no sangue,
producdo de anticorpos, dentre outras fungdes (CHAVES, 1985; NELSON; COX, 2011).

Uma vez que as proteinas exercem funcdes de suma importincia para o organismo,
em casos de fome e inseguranca alimentar, a auséncia desse nutriente pode acarretar em
desnutricdo. Essa condi¢do pode ser representada de véarias formas, com destaque para a
Desnutri¢ao Proteico-Calorica (DPC), considerada o seu quadro clinico mais grave.

A DPC ¢€ caracterizada pela falta de calorias e proteinas na alimentagdo. Pode ser

divida em duas formas agudas de desnutri¢do: a Wasting ou Marasmo, caracterizada pela
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perda de peso rapida, juntamente com a perda de tecido adiposo e muscular, reduzindo cerca
de 60% do peso corporal; e o Edema Nutricional ou Doenga de Kwashiorkor, que é causada
pela insuficiente ingestdao de proteina e representada pela perda do tecido muscular e
manutencdo do tecido adiposo (DUBOWITZ, 1965; TRUSSWELL, 1981). A Sindrome de
Kwashiorkor foi descrita por volta dos anos trinta, apds observacdes de sintomas em
criancas, e € definida como o grave déficit proteico que conduz a uma depleciao visceral
precoce de aminodcidos, afetando a funcdo celular e reduzindo o consumo de oxigénio.
Diante disso, ela pode provocar um estado clinico de edema, hipoalbuminemia e esteatose
hepética no organismo (WILLIAMS, 1933; MONTE, 2000).

Além disso, a Deficiéncia Proteica (DP) pode ser originada de desordem ou quadro
de enfermidade resultante de uma dieta inadequada ou ndo balanceada, ou até mesmo, de
uma falha na absor¢do e assimilacdo destes elementos dietéticos (HUGHES; KELLY, 2006;
MALAFAIA, 2007). Dentre os sintomas clinicos ocasionados pela DP, Vituri et al. (2008),
ao realizarem estudos com animais alimentados com dietas deficientes em proteinas,
observaram que os animais apresentaram uma acentuada redu¢do no consumo alimentar, o
que resultou em uma perda acentuada de massa corporea. Tal premissa se baseia na
afirmacdo de que, por ser o tecido muscular esquelético um reservatério de proteina no
organismo, 0 mesmo torna-se bastante sensivel a deficiéncia proteica (DUBOWITZ, 1965),
e dessa forma, quando ha deficiéncia na dieta, esse tecido torna-se alvo de deplecdo
(WATERLOW; WEISZ, 1956; OLIVEIRA et al., 1999).

No que se refere aos efeitos nos 6rgdos diante de um panorama de DP, Malafaia
(2009) observou uma redugdo significativa na massa do figado e do bagco em testes
realizados com animais submetidos a dietas com DP. Em estudo realizado por Oliveira e
Angelis (2001), foram observadas reducdes de até 90% na concentracdo de albumina
plasmatica em camundongos Swiss alimentados com dietas com baixo teor proteico (3% de
proteinas) e com dieta aproteica.

Além das informacdes citadas, a DP predispde a uma série de complicagdes graves,
incluindo tendéncia a infeccdo, deficiéncia de cicatrizagdo de feridas, faléncia respiratoria,
insuficiéncia cardiaca, diminuicdo da sintese de proteinas a nivel hepatico com producao de
metabolitos anormais, diminui¢do da filtracdo glomerular e producdo de suco gastrico
(JEEJEEBHOY et al., 1990).

Portanto, a auséncia de proteinas em uma dieta compromete de forma significativa o
desenvolvimento e o bem estar social de um individuo, além de submeter o organismo a uma

série de alteragdes metabdlicas, as quais, se ndao diagnosticadas de forma eficiente e em
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tempo habil, poderdo levar ao Obito. Dentro dessa perspectiva, a utilizacdo de plantas
alimenticias com elevados teores de nutrientes surge como uma possibilidade em programas

de combate a desnutricao.

2.2 Seguranca alimentar e os desafios de combate a fome e a desnutricao

Uma vez que a desnutricdo é uma doenca proeminente nas populagdes mundiais,
debates sobre a garantia de alimenta¢do, qualidade e acesso aos alimentos tém se tornado um
dos principais pilares na construgdo de estratégias de seguranca alimentar. O direito irrestrito
a alimentagdo e a nutricdo de qualidade a todos os individuos do planeta estid consignada na
Declaracdo Universal dos Direitos Humanos, que foi posteriormente reafirmado no Pacto
Internacional sobre Direitos Econdmicos, Sociais e Culturais. Tal protocolo afirma que €
dever do Estado garantir o bem-estar social e o direito ao acesso de alimentos necessarios ao
seu bem-estar e seguranca alimentar (UN, 1986).

Dentro desse contexto, surgiu o conceito de Seguranca Alimentar e Nutricional (SAN)
definido como a realiza¢@o do direito de todos ao acesso regular e permanente a alimentos de
qualidade, em quantidade suficiente, sem comprometer o acesso a outras necessidades
essenciais, tendo como base praticas alimentares promotoras da saide, que respeitam a
diversidade cultural e que sejam socialmente econdmica e ambientalmente sustentiveis. A
consolidacdo do conceito de SAN possibilitou o fortalecimento de iniciativas governamentais
para a elaboracdo de politicas publicas de seguranga alimentar, combate a desnutricdo e a
pobreza extrema, principalmente a partir do ano de 2003, com a criacdo do Programa Fome
Zero e a recriacdo do Conselho Nacional de Seguranca Alimentar e Nutricional (CONSEA),
bem como politicas de protecdo social e producido agricola (FAO, 2014).

Analisando os efeitos da desnutricdo mundial, a partir de dados fornecidos pela FAO,
aproximadamente 795 milhdes de pessoas no mundo ndo comem o suficiente para serem
consideradas saudaveis, ou seja, uma em cada nove pessoas permanece subnutrida. Embora o
nimero de pessoas desnutridas no mundo ainda seja bastante significativo, esse numero
sofreu uma reducdo de 18,6% da populacdo em 1990-92 para pouco mais de 10,9% da
populacdo no periodo de 2014-16. Do contingente de pessoas com deficiéncia nutricional no
mundo, cerca de 511,7 milhdes de pessoas vivem na Asia e na regido do Pacifico; 232,5
milhdes na Africa e 34,3 milhdes na America Latina e Caribe (FAO, 2015). Os impactos

gerados pela fome e desnutri¢cdo sdo tdo proeminentes, que lideram a lista dos 10 maiores
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riscos para a saide humana, matando anualmente mais que a AIDS, maléria e tuberculose
(UNAIDS, 2010).

Dentro do ambito nacional, o Brasil era considerado o pais da América do Sul com o
maior nimero de subnutridos, possuindo cerca de 15,6 milhdes de pessoas até meados dos
anos 2000. Porém, no ultimo levantamento realizado em 2009, esse numero era de cerca de
10 milhdes de pessoas. Esse contingente sofreu reducdo de 6,9% para 5% da populagcdo
brasileira, no periodo de 2004 a 2009 (DE ONIS et al., 2004; FAO, 2014).

Nos tltimos anos, a DP tem sofrido uma reducdo significativa. Entretanto, essa
doenca continua sendo um relevante problema da satude publica brasileira, com destaque para
a zona rural das regides Norte e Nordeste, e a zona periférica dos grandes centros urbanos e
capitais (MDA, 2010).

Dessa forma, o combate a desnutricdo e ma distribuicao da oferta de alimentos tem
gerado iniciativas na busca de alternativas para tais problemas. Este entendimento tem
desencadeado decisdes para a melhoria econdmica das populagdes, por meio de estratégias e
programas para grupos de maior risco nutricional (WORLD BANK, 2016).

No Brasil, observa-se nos ultimos anos um esforco governamental para o combate a
fome e a pobreza por meio de politicas de inclusdao sécioprodutiva e de seguranca alimentar.
Dentre elas, pode-se citar o programa Brasil Sem Miséria, programa que envolve uma série
de acdes de fortalecimento de familias que vivem abaixo da linha da pobreza, a partir do
incentivo a implementacdo de pequenas unidades produtivas familiares, prevendo a
articulacdo com outros programas de aquisi¢ao de alimentos e alimentacdo escolar, para que
a producao familiar seja destinada a comercializagdo dentro da propria comunidade (MDA,
2010; MDS, 2014). Além disso, politicas governamentais, como as utilizadas pelo Instituto
Nacional de Nutricdo e Alimentacdo, vém consolidando medidas para a divulgacdo e
indu¢cdo de consumo de alimentos alternativos e ndo-convencionais como estratégia no

combate a desnutricio de populacdes mais carentes (GUIMARAES et al., 1994).

2.3 Hortalicas nao-convencionais

A FAO tem atuado de forma efetiva, alinhada ao plano de atuagcdo semelhante a
atuacdo brasileira, em que se baseia na orientacdo a paises que possuem politicas de
combate a desnutricdo, por meio do incentivo do fortalecimento do Programa Mundial de
Alimentos. Essas medidas t€ém por natureza o estimulo ao acesso dos alimentos, através de

programas locais de inclusdo sdécioprodutiva, com a finalidade de incremento de alimentos
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alternativos ou subutilizados, que possuam propriedades nutricionais relevantes, para que
possam ser utilizados como suplementos alimentares na dieta dessas comunidades (FAO,
2009).

Diante do quadro social e econdmico de boa parte dos paises subdesenvolvidos, o
estudo da possivel utilizacdo de hortalicas na alimentagdo doméstica pode contribuir de
forma considerdvel para o aumento da disponibilidade de nutrientes, sendo essa uma fonte de
proteinas, fibras, vitaminas e minerais a um baixo custo (MORALIS et al., 2003).

Em relacdo as hortalicas ndo-convencionais, embora haja uma caréncia nos estudos,
tem se verificado que esse grupo apresenta teores de macronutrientes € minerais
significativamente superiores aos presentes em hortalicas convencionais e comerciais
(ALMEIDA et al., 2014; KINUPP et al., 2007; TAKEITI, 2009; BRASIL, 2010). Devido ao
seu baixo custo, ficil disponibilidade e valor nutritivo, esses alimentos podem ser uma
alternativa para a melhoria do conteido de alguns nutrientes na dieta de pessoas de pouco
poder aquisitivo, substituindo alimentos de alto custo (BRASIL, 2002).

Esses vegetais, além de nutritivos, produzem uma sensacdo saborosa ao serem
ingeridos e ja foram bastante apreciados. Entretanto, ocorreu um processo de esquecimento e
desvalorizacdo da sua utilizacdo e das suas propriedades nutricionais. Entre as principais
razdes desse abandono para o consumo e o cultivo, estd a globaliza¢do e o crescente uso de
alimentos industrializados, em que se observa uma mudanca significativa no padrao
alimentar dos brasileiros, e perda de caracteristicas culturais e identidade com relacdo ao
consumo de alimentos regionais (PINTO, 1998; BRASIL, 2002; BRASIL, 2010).

Usualmente, as hortalicas ndo-convencionais sdo denominadas "daninhas" ou
classificadas apenas como “mato”. Todavia, essas espécies possuem uma grande importancia
ecoldgica, genética, econdmica e cultural nas sociedades onde estdo distribuidas (KINUPP,
2009), possuindo uma boa rusticidade. Em geral, sdo pouco afetadas por pragas e doengas,
adequando-se facilmente a cultivos organicos e agroecoldgicos (MAPA, 2010). Sao ainda
caracterizadas como aquelas presentes em determinadas localidades ou regido que exercem
influéncia na alimentacdo de uma populacdo tradicional. Normalmente, ndo estdo
organizadas enquanto cadeia produtiva, ndo despertando o interesse por parte de empresas de
sementes, fertilizantes ou agroquimicos (MAPA, 2010).

O cultivo dessas hortalicas no Brasil é feito predominantemente por agricultores
familiares em virtude, principalmente, de menor poder aquisitivo dessas populacdes e de um
menor acesso as culturas mais cultivadas e tradicionalmente mais utilizadas (PADULOSI et

al., 2002). Além do mais, essas populacdes exercem papel fundamental na conservacio da
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biodiversidade e das variedades fitogenéticas locais (GLIESSMANN, 2005; FERREIRA et
al., 2009; MAPA, 2010). O resgate e a valorizagdo dessas variedades tradicionais de
hortalicas representam ganhos importantes do ponto de vista cultural, econdmico, social e
nutricional.

Como forma de elencar alguns exemplos de hortalicas ndo-convencionais da
biodiversidade brasileira e com destaque na culinidria regional, temos o Jambu (Acmella
oleracea), componente essencial do tacacd, prato tipico da culindria amazdnica; Cubiu
(Solanum sessiliflorum), a qual produz frutos que podem ser usados na tradicional caldeirada,
assim como para a elaboracdo de sucos, sorvetes, doces e geléias; Chicdria-de-caboclo
(Eryngium foetidum), um tempero em alguns pratos, sobretudo, naqueles a base de peixes,
mas pode ser utilizada também como ingrediente principal em bolos. Além destas, destaca-se
a P. aculeata, hortalica tipica da culindria mineira. A sua utilizacdo € tdo proeminente nesse
Estado, que em 1997 foi criado o Festival do Ora-pro-nébis no municipio de Sabard, no

Estado de Minas Gerais (KINUPP, 2009).

2.4 Pereskia aculeata Miller e seu potencial como suplemento alimentar proteico

Algumas espécies de P. aculeata ji demonstraram potencialidade de garantir a
seguranca alimentar e nutricional devido a grande quantidade de proteinas e nutrientes na sua
composi¢do. Tal utilizacdo justifica-se pelo fato das proteinas de origem animal sdo mais
caras e de dificil acesso,especialmente nos paises subdesenvolvidos, fazendo-se necesséria a
utilizagdo de alimentos nao-convencionais nessas localidades para atender a demanda por
fontes seguras de proteinas que possam ser incluidas na dieta da populagdo. A utilizacdo do
Concentrado Proteico de Folhas (CPF) € a forma mais usual de utilizacdo de proteina vegetal
nas dietas alimentares ao redor do planeta. No mundo, cerca de 70% das fontes de proteinas
consumidas sdo de origem vegetal e 30% de origem animal. Apesar da fonte de origem
vegetal possuir proteina de menor qualidade, constitui a base alimentar da maioria dos povos,
por ser ofertada em maior quantidade, destacando-se as sementes oleaginosas e os cereais
(GAVA, 2010).

Nesse contexto, a Pereskia aculeata Miller (Figura 1) surge como uma espécie a ser
explorada pelo fato da sua boa distribuicao regional e propriedades funcionais. Tal espécie
tem sido atestada por pesquisadores como detentora de um grande potencial para a utilizagcdo
na suplementa¢do alimentar, por apresentar um alto teor de proteinas. Essa planta pertence ao

reino Plantae, classe Magnoliopsida, ordem Caryophyllales, familia Cactacea, género
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Pereskia. O seu nome é originario do latim e significa “rogai por nés”. E conhecida
popularmente como Ora-pro-nébis, Lobrobd, Groselha-da-américa, sendo classificada como
nativa nao endémica. Esta hortalica possui ramos com generosos espinhos, folhas suculentas,
carnosas e comestiveis, com a presenca de mucilagem, sendo utilizada em varios pratos da
culindria regional, como farinhas, saladas, refogados, tortas e massas alimenticias, como o
macarrao, além de remédios caseiros (MERCE et al., 2001; ROSA; SOUZA., 2003;
DUARTE; HAYSASHI, 2005; KINUPP, 2006; TOFANELLI; RESENDE, 2011;
ALMEIDA; CORREA, 2012; ZAPPI et al., 2012)

Esta espécie possui caracteristicas agronOmicas bastante favordveis ao seu cultivo,
sendo uma planta rustica, vigorosa e de facil propagacdo (TOFANELLI; RESENDE, 2011).
Apresenta baixa demanda hidrica e baixa incidéncia de doencas, além de sobreviver a longos
periodos de seca, chuvas continuas e geadas brandas. Essas caracteristicas favorecem o
cultivo doméstico como uma hortalica de baixo custo, principalmente se cultivada em regides
do Pais com baixas incidéncias de chuva, como a regido Nordeste (MADEIRA; SILVEIRA,
2010; SANTOS et al., 2012). No Brasil, ela € encontrada em quase todo o territrio nacional,
com predomindncia na regiio Centro-Oeste ¢ os Estados de Minas Gerais e Bahia. E
caracterizada como uma trepadeira arbustiva que ocorre principalmente em regides aridas ou

levemente aridas.
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Figura 1. Pereskia aculeata Miller

Fonte: acervo do autor.

A P. aculeata é considerada um excelente complemento nutricional devido ao seu alto
conteudo de proteinas e em média, ela contém 20% de teor proteico e 85% dedigestibilidade,
fibras, ferro, calcio, sais minerais e vitaminas. Além disso, possui elevados valores de
aminoacidos essenciais, destacando-se a lisina, leucina e valina. (ROSA; SOUZA, 2003;
DUARTE; HAYASHI, 2005; ROCHA et al., 2008; MAPA, 2010; SILVA JUNIOR et al.,
2010; MAZIA; SARTOR, 2012). Tais afirmativas podem ser corroboradas por estudos
realizados por Silva e Pinto (2005), que observaram que esta planta possui teores de proteinas
de 24,73% e elevados teores de minerais, com destaque para o cédlcio (3.800 mg/100g) e ferro
(28,12 mg/100g). Rocha et al. (2008), em suas pesquisas com a confec¢do de macarrdo a
base de folhas secas de P. aculeata, também identificaram elevados teores de proteinas
(22,93%), fibras (12,64%), cinzas (18,07%), lipidios (3,64%), carboidratos (36,18%) e
calorias de (269,16 Kcal).
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Outra importante propriedade nutricional € a sua alta concentracdo de ferro. Em
estudos realizados por Silva e Pinto (2005) e Takeiti et al. (2009), os autores observaram que
as folhas dessa espécie apresentavam teores de ferro, variando de 14,18g a 28,12g por 100g
de matéria seca. Fazendo uma correlacdo entre as concentragdes de ferro observadas pelos
dois autores, quando comparadas aos valores de alimentos tradicionais e historicamente
notabilizados pela grande concentracdo de ferro, presentes na Tabela Brasileira de
Composicdo de Alimentos (TACO) (2011), observa-se que a P. aculeata possui valores

superiores a varios desses alimentos, conforme demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracdo de ferro de diferentes alimentos comparados com as folhas de P.

aculeata.

Alimento Teores de Fe/100 g de MS
P. aculeata 14,18 ga?28,12 g

Beterraba crua 03¢g
Beterraba cozida 02¢g
Couve manteiga refogada 05¢g
Espinafre refogado 0,6 g
Figado bovino grelhado 58¢g
Grao de bico cru S54¢
Lentilha crua 70¢g
Feijoes fradinho cru S51¢g
Feijao preto cru 6,5¢g
Feijao roxo cru 69¢g
Feijao carioca cru 80¢g

Fonte: Silva e Pinto (2005); TACO (2011); Takeiti et al. (2009).

Outra caracteristica de destaque € a grande quantidade de lisina presente nas folhas, a
qual compde o grupo dos aminodcidos essenciais necessarios para producdo de proteinas.
Almeida Filho e Cambraia (1974) relataram que o teor de lisina do P. aculeata foi 23,1 vezes
superior aos valores de lisina de couve e de alface e 7,2 vezes superior ao do espinafre,
plantas reconhecidas pelo seu alto valor nutricional.

Além das grandes propriedades nutricionais ja citadas, ha vérios relatos na literatura
sobre a utilizacdo de P. aculeata no combate as mais diversas doencas. Alguns estudos tém

demonstrado que esta planta, além das propriedades apresentadas, possui caracteristicas
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medicinais, atividade antitumoral, antirreumatica, antiilcera e anti-inflamatéria (TAN et al.,
2005).

Souza et al. (2012) afirmaram em seus estudos que a ampliagao e melhoria do uso e
conhecimento sobre plantas tradicionais, ou hortalicas ndo-convencionais, podem contribuir
para a melhoria do padrdo nutricional, bem-estar e renda da populagdo rural, além da reducao
da extin¢do das espécies do ponto de vista ambiental e cultural.

Assim, devido a quantidade relativamente grande de proteinas e outros componentes
importantes, € considerada uma alternativa para o incremento e o enriquecimento da
qualidade na alimentacdo. Entretanto, a0 mesmo tempo em que a presente espécie apresenta
propriedades nutricionais pertinentes, a seguranca da ingestdo desses alimentos deve ser

atestada por meio de pesquisas cientificas.

2.5 Perspectivas na utilizacdo de P. aculeata na suplementacio alimentar e importancia

dos ensaios de toxicidade

Diante do exposto, apds andlise das propriedades nutricionais da P. aculeata na
alimentacdo humana como fonte de suplemento alimentar para o combate a fome e a
desnutri¢do, surge a perspectiva da utilizacao de farinhas das folhas dessa espécie, por 6rgaos
governamentais, na construcdo de estratégias de garantia de boa alimentacdo. Entretanto,
antes do desenvolvimento de produtos para tais fins, sdo necessarios testes laboratdrios para a
determinacdo de possiveis efeitos de substancias presentes nas folhas e a sua reacdo em
organismos vivos. Dentre estes testes, podemos destacar os ensaios de toxicidade aguda e
cronica via oral.

O principal problema decorrente do uso de vegetais € o desconhecimento dos fatores
antinutricionais, substincias naturais provenientes do seu metabolismo secundario. Os
vegetais podem acumular altas concentracdes dessas substancias, podendo originar reacdes
toxicas e/ou interferir na biodisponibilidade e digestibilidade de alguns nutrientes (SANTOS
20006).

Os ensaios de toxicidade indicam o tempo ou a concentragdo em que uma
determinada substancia, de um material de estudo, é potencialmente deletéria, apos o contato
ou intera¢do com a membrana ou um sistema bioldgico especifico, podendo nio produzir um
efeito adverso se a concentracdo do produto for baixa ou o tempo de contato for insuficiente.
Ressalta-se que a concentracdo e o tempo de exposi¢do estdo diretamente relacionados

(FONSECA, 1991).
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Desta maneira, os testes de toxicidade sd@o desenvolvidos e aplicados com os objetivos
de avaliar ou prever os efeitos toxicos nos sistemas bioldgicos, apds a exposicdo humana a
determinada substancia quimica, e dimensionar a toxicidade relativa de substancias
especificas, como um medicamento, um praguicida, um agente quimico industrial, dentre
outros, utilizando, principalmente, modelos animais para este proposito (FORBES; FORBES,
1994; CAZARIN et al., 2004).

Maciel et al. (2002) afirmaram que face a importancia das propriedades toxicas que
compostos quimicos apresentam, os mesmos sO devem ser utilizados se certas questdes forem
respondidas através das comprovagdes cientificas, sendo necessaria a ampliacdo dos estudos
das plantas brasileiras, principalmente nas areas de fitoquimica e etnofarmacologia.

Para a determinacdo da avaliacdo toxicolOgica, existem testes especificos e
regulamentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA). Segundo a
Resolucdo Especial (RE) n° 90, de 16/03/2004, os estudos toxicologicos podem ser ensaios
de longa duracdo ou de doses repetidas, podendo ser subdivididos em experimentos de quatro
semanas (30 dias de tratamento) ou de doze semanas (90 dias de tratamento), via oral
(ANVISA, 2004). Além da determinacdo de propriedades toxicas, tais testes sdo realizados
para discernir sobre a seguranca e confiabilidade do substrato, atestando a sua caracteristica
de toxicidade ou de seguranca. Existem os protocolos internacionalmente reconhecidos e
preconizados por institui¢des, como aqueles publicados pela Organizagdo para Cooperacao e
Desenvolvimento Econdmico (Organization for Economic Co-operation and Development —
OECD), que atuam na regulacao dos testes agudos, subagudos e cronicos, por meio dos guias
experimentais estatisticos, que atestam a confiabilidade da propriedade téxica de uma
determinada substancia, com a menor utiliza¢do possivel de animais a partir da curva dose-
resposta (OECD, 2001).

No ambito da utilizacdo de folhas de P. aculeata na alimentacdo humana e seus
respectivos efeitos no organismo, alguns autores afirmam que a mesma possui caracteristicas
atoxicas em humanos (DAYRELL; VIEIRA, 1977, MERCE et al., 2001). Santos et al.
(2011), ao realizarem um estudo com extrato etilico bruto das folhas de P. aculeata em
hemaécias humanas, observaram auséncia de atividade hemolitica, afirmando que essa planta
seria atoxica, uma vez que nao houve lise celular.

Entretanto, em outro estudo realizado por Silva et al. (2012), testando a inclusdo de
folhas de P. aculeata na dieta de ratos machos recém-desmamados, verificou-se que o grupo
que recebeu a planta apresentou reducdo nos desempenhos dos testes de posicao e reflexo de

flexdo, afirmando com isso que a utilizacdo dessa planta como suplemento alternativo pode
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implicar em prejuizos no desenvolvimento de ratos na fase inicial. Nesse mesmo estudo,
também se avaliou o efeito da inclusido de folhas na racdo comercial, como forma de
substituicdo da fonte de proteina convencional, e a restricdo parcial de proteinas na dieta
sobre ganho de peso, consumo alimentar, hematdcrito e nas proteinas plasmaticas totais. Com
relacdo ao ganho de peso, pode-se perceber que o grupo alimentado com dieta contendo a
planta ndo conseguiu ter o mesmo ganho de peso ponderal que os outros grupos. Com relacao
as andlises hematoliticas, ndo houve influéncia. J& com relacdo ao resultado de proteinas
plasmaticas totais, observaram uma reducio significativa nesses valores nos grupos com dieta
a base da P. aculeata. Assim, para esses ensaios, os autores concluiram que a suplementagao
alimentar com folhas de P. aculeata pode influenciar de forma negativa no ganho de peso
ponderal, ingestdo alimentar e concentracdo de proteinas plasmaticas totais.

Em outro estudo mais atual realizado pela mesma equipe, s6 que em ratos fémeas,
com o objetivo de avaliar as propriedades toxicoldgicas aguda de folhas de P. aculeata por
meio da administracdo via gavagem em diferentes concentracdes (0 mg; 1250 mg; 2500 mg
ou 5000 mg/kg de peso corporal), ndo foi verificada alteracdo significativa nos parametros
avaliados: ingestdo alimentar, peso por animais, excrecdo fecal e reagdes clinicas e
comportamentais. No entanto, trés animais que receberam a maior concentragao
apresentaram diarréia 4 e 8 horas apds a administracdo do extrato, permanecendo um ainda

com esse sintoma apds 24 horas (SILVA et al., 2014).

2.6 Compostos antinutricionais em P. aculeata

Em geral, as plantas podem ser sensiveis e estarem sujeitas a fatores ambientais, tais
como ataque de organismos patogenos, estresse a dissecacdo, temperaturas baixas ou
elevadas e ferimento causado por insetos herbivoros (WASTERNACK et al., 2006). Em
virtude dessa exposicdo, os vegetais desenvolveram mecanismos de defesa, que podem ser
agrupados em duas categorias: as defesas constitutivas e induzidas. As primeiras englobam as
defesas pré-existentes durante o desenvolvimento vegetal, podendo envolver estruturas
vegetais, como parede celular e cuticula, haja vista que estas estruturas dificultam o processo
de lesdo causado por insetos mastigadores e patogenos (WITTSTOCK; GERSHENZON,
2002). Ja as defesas induzidas estdo envolvidas na resposta ao ataque de predadores ou
presenca de patdgenos. Sdo caracterizadas por modificacOes estruturais na parede celular da
planta hospedeira relacionadas a deposi¢do de calose, lignina e producdo de compostos

fendlicos que conferem maior rigidez a parede celular vegetal (WITTSTOCK;
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GERSHENZON, 2002). Além disso, ainda ocorre a produ¢do de compostos quimicos em
resposta a estimulos fisicos e quimicos, devido a lesdes provocadas por insetos herbivoros ou
ataque de patégenos, por meio de substincias biologicamente ativas (VALUEVA et al.,
2003).

Citando um desses principais mecanismos, destacamos os inibidores de proteases (IP)
que sdo polipeptidios de baixo peso molecular, com capacidade de inibir a acdo catalitica de
enzimas proteoliticas presentes em vdrias classes de insetos e pragas, além de participarem da
germinagdo de sementes, desenvolvimento vegetativo, morte celular programada, além de
proteger o tecido vegetal de maiores danos (SOLOMON et al., 1999; CHOUGULE et al.,
2003; SIVAKUMAR et al., 2006; ANTUNES, 2008).

Os inibidores proteicos (IP) presentes em plantas constituem uma classe de proteinas
de interesse com grande potencial biotecnoldgico, correspondendo a 2% do total de proteinas
presentes em todos os organismos, em vias metabodlicas e em vias de sinalizacdo celular, e
estdo amplamente distribuidos no reino vegetal, pois sdo proteinas capazes de inibir as
atividades de tripsina, quimiotripsina, amilase, carboxipetidase, dentre outras (CHOUGULE
et al., 2003; PARDE, 2009; CALDERON et al., 2010; DUARTE et al., 2010; RAWLINGS
et al., 2012; AGHAALI et al., 2013). Esses inibidores expressam suas propriedades ao se
ligarem ao sitio ativo de enzimas proteoliticas, inibindo assim a entrada de moléculas de
substratos, consequentemente, desestabilizando a atividade de protedlise. Portanto, os
inibidores podem atuar como pseudo-substrato no sitio ativo da proteinase digestiva,
formando um complexo proteico estavel, limitando a velocidade da protedlise (TIFFIN;
GAUT, 2001).

Em estudos realizados por Almeida et al. (2014) com duas espécies do gé€nero
Pereskia, observou-se atividade inibitdria de tripsina na farinha de P. aculeata (1,82 Ul mg'l)
e de P. grandifolia (1,03 UI mg'l). J4 em estudo realizado por Pompeu et al. (2014)
observou-se uma atividade de inibicdo de tripsina de 35% com 0,06 UL mg™". Esses resultados
diferem dos resultados obtidos Dayrell e Vieira (1977) que ndo observaram a presenga do
inibidor de tripsina nas amostras de P.aculeata.

Tracando um paralelo com outras espécies, se observa que os dados descritos por
esses autores € menos que os achados de Ortega-Nieblas et al. (2001), para sementes de cinco
espécies de cactos colunares (54 a 66 UTI mg'l), e Pinto et al. (2001a) para limbos de taioba
com nervura (2,14 Ul mg’l) e sem nervura (3,36 Ul mg'l)

Além dos inibidores de proteinase, podemos destacar como substincias com efeitos

toxicos ou antinutricionais os compostos fendlicos, mais especificamente os taninos. A dieta
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humana é composta por varios alimentos, contendo quantidade relevante de taninos
(REDDY et al., 1985). Os taninos podem causar mudangas no metabolismo, hemorragias,
lesdes no trato intestinal, gastroenterites, necrose hepitica e nefrites aos animais expostos.
Além dessas propriedades, esses compostos tém a capacidade de se combinar com as enzimas
digestivas, proteinas, carboidratos, aminodcidos, vitaminas e minerais, pela formacdo de
complexos estiveis, impedindo a absor¢do dos nutrientes pelo organismo e provocando
alteracdes de paladar (FIALHO; PINTO, 1992; MUELLER-HARVEY; MCALLAN, 1992;
ORTIZ et al., 1994; SILVA; SILVA, 1999).

Essa interacdo entre taninos e proteinas ocorre por meio de ligagdes de hidrogénio
entre os grupos hidroxifendis dos taninos e os grupos carbonila das ligacdes peptidicas.
Segundo Makkar (1988), uma vez complexados, a utilizacdo da proteina € reduzida, o que
afeta a digestibilidade e interfere na absorc¢ao e retencdo de alguns minerais e vitaminas.

No que tange a presenca de taninos em P. aculeata, Almeida et. al (2014) observaram
uma quantidade de Compostos fendlicos de 19,34 (mg. 100 g') em P. aculeata e 19,17 (mg.
100 g'l) em Pereskia grandifolia. Ja em estudos realizados por Souza (2014) as amostras de
Pereskia aculeata apresentaram teores de compostos fendlicos variando entre 58,37 e 81,29
(mg. 100 g™).

Mais informacdes acerca das perspectivas de estudos relacionados a nutricdo e

propriedades toxicoldgicas de P. aculeata, consultar o Anexo 1 deste documento.
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3 JUSTIFICATIVA

Frente aos dados apresentados, debates acerca do combate a desnutricdo, por meio da
suplementagdo alimentar proteica e garantia da alimentacdo a todos os cidaddos, vém
acontecendo ha décadas. O direito irrestrito a alimentag@o e a nutricdo de qualidade a todos
os individuos do planeta esta consignado na Declaracdo Universal dos Direitos Humanos, o
qual foi posteriormente reafirmado no Pacto Internacional sobre Direitos Econdmicos,
Sociais e Culturais. Tal protocolo afirma que é dever do Estado garantir o bem-estar social e
o direito ao acesso de alimentos necessarios ao seu bem-estar e seguranca alimentar (UN,
1986).

Assim, a deficiéncia de proteinas estd intimamente relacionada ao problema da
desnutricdo mundial. Nessa perspectiva, as plantas do género Pereskia, em especial a espécie
P. aculeata, por apresentar um alto teor de proteinas, minerais e vitaminas essenciais ao
desenvolvimento do organismo, tem sido atestada por alguns pesquisadores como detentora
de um grande potencial para a utilizacdo na suplementa¢do alimentar (ROSA; SOUZA, 2003;
SILVA, 2005; BRASIL, 2010), sendo utilizado como suplemento alimentar em varias regides
do Brasil.

Uma vez que se utilizam modelos e estratégias nutricionais para solucionar a
problematica da fome mundial, surge a necessidade e tentativa de validagdo de métodos
analiticos modernos, visando o controle de qualidade das plantas nativas, abrindo assim, a
perspectiva de uma maior otimizacdo do potencial da biodiversidade mundial para tal
finalidade.

Embora o nimero de pesquisas e publicacdes venha crescendo nos ultimos anos,
ainda sdo escassos os estudos sobre o efeito toxicologico, em diferentes sistemas fisiologicos
e bioquimicos no organismo, sobre diferentes periodos de exposicao, a partir da utilizacdo e
consumo de folhas de P. aculeata. Embora alguns autores afirmem que a presente espécie
ndo possui efeitos toxicos ou antinitricionais, estudos recentes demonstram que houve
alteracOes significativas em vdarios parametros bioquimicos, hematolégicos e fisioldgicos
analisados.

Dessa maneira, antes do fornecimento de espécies com potencial nutricional para a
populacdo, estudos mais detalhados devem ser realizados para a comprovacdo da seguranga
de suas substancias no organismo humano, visto que o uso dessa planta é bastante difundido

pela populacdo de algumas regides do Brasil, € a0 mesmo tempo, apresenta propriedades
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significativas e relevantes com relacdo a presenca de nutrientes,podendo ser utilizada como
recurso de combate a desnutricao.

Uma vez que sua auséncia de toxicidade possa ser atestada, abre-se um enorme
precedente para a utilizacdo dessa espécie e de outras espécies nativas brasileiras, e que
possuem uma boa adaptabilidade aos climas tropicais, podendo ser cultivadas em outros
continentes, como o africano.

Desta forma, o processo de estrutura¢do de combate a fome ganha um grande aliado a,
P. aculeata, na construcio de estratégias para a implementacdo em paises subdesenvolvidos,

que sdo os mais atingidos pela fome e desnutricao.
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4 HIPOTESE CIENTIFICA

Diante do exposto, foi formulada a seguinte hipdtese cientifica:

A utilizacdo cronica das folhas de P. aculeata na alimenta¢do nao promove alteracdes
metabolicas identificadas por andlises comportamentais, hematoldgicas, bioquimicas e/ou
histologicas caracterizadas como sinais de toxicidade no organismo de camundongos
alimentados cronicamente com racio suplementada com farinha das folhas da espécie vegetal

citada.

S OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar se as folhas de P. aculeata promovem possiveis efeitos toxicoldgicos e/ou
antinutricionais, em camundongos submetidos a suplementacido alimentar cronica utilizando

diferentes teores de farinha de folhas dessa espécie vegetal.

5.2 Objetivos especificos:

Determinar as propriedades bromatoldgicas das folhas de P. aculeata, bem como a
composi¢do centesimal de minerais presentes nas mesmas, com a finalidade de
estimar se os valores presentes em espécies cultivadas na regido Nordeste sdo
semelhantes aos ja registrados;

e Avaliar se a farinha de folhas de P. aculeata possui propriedade de inibi¢do de
tripsina, caracterizando um fator antinutricional de indisponibilidade de proteinas;

e Determinar o teor de taninos totais, com o intuito de identificar possiveis fatores
antinutricionais e/ou toxicos nas folhas de P. aculeata;

e Estimar a DLspda P. aculeata, por meio do protocolo estabelecido pela OECD 425 —
Organisation for Economic Co-opetation and Development (Acute Oral Toxicity-Up-
And-Down Procedure);

e Determinar o efeito da dieta de suplementacdo com farinha de P. aculeata sobre os

parametros:

- Bioquimicas: glicose, colesterol total, triglicerideos, uréia, creatinina, globulina,

proteinas  totais, albumina, aspartato aminotransferase = (AST), alanina

aminotransferase (ALT);
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- Parametros hematol6gicos: leucdcitos, hemécias, hemoglobina, hematdcrito, volume
corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo de
hemoglobina corpuscular média (CHCM), e o nimero de plaquetas;

- Parametros histologicos dos 6rgaos figado, rins e coragdo.
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6 METODOLOGIA

6.1 Obtencao da Planta

As amostras de folhas de P. aculeata foram coletadas no sitio Vale da Biodiversidade,
situado no municipio de Mulungu — Ceara. A localizacdo do ponto de coleta € representada
pelas seguintes coordenadas: Longitude: 038°.31°.3928”; Latitude: 03°.44°.9775” e Altura:
14.587 metros.

6.2 Depésito da exsicata

O deposito da exsicata ocorreu no Herbario Prisco Bezerra da UFC, sob o nimero de

registro 058870.

6.3 Animais

Os animais utilizados no presente estudo foram camundongos Swiss fémeas (27 a
32 g) provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Ceara. Antes do inicio de
cada experimento, os animais foram aclimatados, pelo menos durante uma semana, na sala de
experimentacdo animal do Laboratorio de Pesquisa em Bioquimica Clinica da Faculdade de
Farmaécia, Odontologia e Enfermagem da UFC.

Esses animais foram acondicionados em caixas de polipropileno com tampas
aramadas, as quais foram alocadas em estantes com ventilacdo controlada e mantidos a uma
temperatura de 22 = 2 °C, com ciclos de claro/escuro de 12 em 12 h e circulacdo de ar
controlada.

Receberam 4gua ad libitum durante todos os dias do experimento. Em relacdo a
dieta de sdlidos, foi oferecida aos animais racdo padrao comercial (Nuvilab CR-1), durante o
periodo de aclimatagdo e do protocolo experimental de Up-and-Down, descrito
posteriormente. Ja os animais submetidos aos ensaios de toxicidade de suplementagdo
protéica por 30 e 90 dias, foram alimentados com a mesma racdo padrdo e racdo modificada

com diferentes niveis de farinha P. aculeata (FPA).
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6.4 Preparacao da farinha de folhas secas de P. aculeata

As amostras das folhas da planta P. aculeata foram lavadas em dgua corrente. Apos
esse processo, elas passaram pela etapa de estabilizacdo em estufa de pré-secagem de
circulacdo de ar for¢ada, a 110 °C por 10 min. Logo em seguida, a amostra foi pré-secada a
55 °C, durante 72 h, para a obtencdo de um material com um menor teor de umidade. Apds
esse processo, as folhas secas foram trituradas em moinho de facas e moinho de Fritish
Pulverisette 14, com o objetivo de obter uma amostra com aspecto fariniceo e com

granulometria de 0,5 mm.

6.5 Determinacao da composicao elementar de P. aculeata

A determinagdo bromatolégica foi realizada no Laboratério de Nutricio Animal do

Departamento de Zootecnia da UFC.

6.5.1 Determinagdo de Matéria Seca Total

ApOs a coleta, as folhas foram levadas ao laboratério e lavadas em agua corrente.
Ap0s esse processo, as folhas foram submetidas a desidratacdo em estufa de ventilacio de ar
forcada, a temperatura de 55 °C, durante 72 h. O teor de umidade parcial foi determinado
por meio da diferenca de peso do material coletado no inicio (folhas frescas) e no final do
processo de desidratacdo (folhas secas). Foram utilizados aproximadamente 544,29 g de
folhas frescas. Durante o processo de secagem foram realizadas pesagens sucessivas para
calcular o teor de umidade das amostras de folhas. A Matéria Seca Total da farinha de P.
aculeata foi determinada através da desidratacdo da amostra em estufa, a 105 °C, por mais

24 h, para obtencao de um produto com peso constante e isento de umidade.

6.5.2 Determinagdo de Proteina Bruta

Utilizou-se a metodologia de Kjeldahl (DETMANN et al., 2012) para a determinagdo
da proteina bruta, realizando os procedimentos em triplicatas. Este método baseia-se em trés
etapas distintas: digestdo, destilacdo e titulacdo. Primeiramente, preparou-se a mistura de
digestao (100 g K,SO4 + 10 g CuSO4 + 1 g Se).Em seguida, adicionou-se em tubos de

ensaios 0,5 g da amostra de P. aculeata juntamente com ImL de H,O; e 0,7 mL da mistura
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de digestdo anteriormente preparada. No mesmo tubo, adicionaram-se 2 mL de &acido
sulfirico. Em seguida o material foi levado para o bloco digestor, a temperatura de 150 °C,
por 30 min, sendo elevando a cada 30 min, em 50 °C, até alcancar 350 °C. Aguardou-se
esfriar até 50 °C, e adicionaram-se 20 mL de dgua destilada.

Em sequéncia, os tubos de ensaios foram levados a um destilador de nitrogénio, no
qual foram acrescentados 10 mL de H,BO3; 2% + indicador e 10 mL de NaOH 50%.Para a
titulagao utilizou-se HC1 0,1 N. Com os volumes de HCI utilizados para cada amostra na
titulacdo, determinou-se, por meio da equacdo a seguir,a quantidade de proteina bruta:

Proteina bruta: [(Volume mL HCI (amostra — branco) x fator x 0,14 x 6,25) / Peso da
amostral

Obteve-se como branco o valor 0,01 mL e utilizou-se como fator de corre¢ido 0,97.

6.5.3 Determinagdo de Extrato Etéreo

Para a determinacdo do teor de extrato etéreo, foi utilizada a metodologia de
Goldfisch (DETMANN et al., 2012),dividida em trés etapas: extracdo, remocao e pesagem.
Na primeira etapa foi realizada a extracdo da por¢do apolar por refluxo continuo de um
solvente organico (Eter petréleo P.A). Foram pesados 2 g de amostra, acondicionados em um
cartucho de celulose. Os cartuchos foram introduzidos em copos de extracdo de gordura e
levados a estufa ndo ventilada, por 2 h, a 105 °C. Apds esse processo, os mesmos foram
levados ao aparelho extrator de gordura do tipo Goldfisch. Nessa etapa, foram adicionadas
100 mL de éter petréleo em cada copo, por um periodo de 4 h.

Em seguida, o solvente foi removido parcialmente por reciclagem do solvente até a
sua precipita¢dao no fundo do copo. Em seguida, os copos retornaram a estufa ndo ventilada a
105 °C, por mais 30 min, até que todo o €ter restante evaporasse. Posteriormente, o material

foi levado ao dessecador e pesado novamente através da diferenca do dltimo peso do copo.

6.5.4 Determinacdo de Fibra em Detergente Neutro (FDN) e Detergente Acido (FDA)

Para a determinacdo do teor de fibra, foi utilizada a metodologia de Van Soest (VAN
SOEST, 1994). Para a realizacao do ensaio, foram utilizados sacos F57 (Ankom), com
marcador previamente fervidos em detergente neutro, por 15 min. Os sacos foram lavados

com agua destilada quente e levados a estufa ventilada, a 60 °C, durante 24 h, e depois por
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mais 2 h, a 105 °C. Apds esse processo, os sacos foram resfriados em dessecador e pesados
posteriormente.

Foram utilizadas 800 mg de amostra, adicionadas aos saquinhos. Os mesmos foram
colocados em um aparelho analisador de fibras Ankom 220, acrescentando uma solucido de
detergente neutro a temperatura ambiente, juntamente com alfa amilase termoestiavel. Em
seguida, esse material foi aquecido no aparelho Ankom 220, por 1 h, a 105 °C. Na
determinacao de fibra em detergente 4cido utilizou-se a mesma quantidade de amostra,
entretanto, os sacos foram aquecidos a mesma temperatura e tempo, em aparelho autoclave e
utilizando detergente acido.

ApOs essa etapa, os sacos foram lavados com dgua destilada quente para a retirada do
detergente e levados entdo a estufa de circulacdo de ar, por 48 h, a 60 °C, e sequencialmente,

por 2 h, a 105 °C. Em seguida os sacos foram resfriados em dessecador e pesados.

6.5.5 Determinagdo de Matéria Mineral

Determinou-se por meio da calcinacdo de 2 g da amostra seca em altas temperaturas.
A amostra previamente pesada em balanca analitica, colocada na mufla, a 600 °C, por 4 h,
para que ocorresse a completa combustio da matéria organica. Completado o tempo, a
amostra foi resfriada em dessecador e, depois, em temperatura ambiente, em que foi pesada
para a medi¢do da diferenca da massa inicial e final para determinacdo da porcentagem de

matéria inorganica. O ensaio foi realizado em triplicata.

6.5.6 Composicdo de minerias de farinha de P. aculeata

Essa metodologia € constituida de trés etapas. Na primeira, a amostra sofre digestao,
utilizando-se acido nitrico e acido perclérico, em que se destr6i toda a matéria organica e
possibilita a mineralizagdao de todos os elementos. De forma geral, essa etapa possibilita a
determinacdo de fdsforo, potassio, enxofre, cobre, ferro, manganés e zinco. Na segunda
etapa, a matéria organica sofre oxidacdo, com a ajuda de 4cido sulfifrico e catalisador,

possibilitando a determina¢do de nitrogénio separadamente (Figura 2).
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Figura 2. Modelo da metodologia de Diagnose Foliar.
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Fonte: Malavolta (1997)

Na determinac@o de nitrogénio, pesou-se 0,2 g de amostra, sendo essa dissolvida em
uma solucdo de 15 mL de 4cido sulftrico. A digestdo ocorreu por 1 h, com o aumento de
temperatura gradativa até atingir 335 °C. Apds a completa digestdo da matéria organica, o
material foi resfriado para a determinacdo de N a partir da metodologia de Kjeldahl.

Na determinacdo dos restantes dos minerais, pesou-se 0,5 g de amostra, que foi
dissolvida em 0,4 mL de solucido com éacido nitrico (65%), repousando por 12 h. Em seguida
esse material foi aquecido até 120 °C para digestdo parcial da matéria organica. Ao final
desse processo, foram adicionados 0,2 mL de 4cido perclorico (70%) e a temperatura elevada
até 180 °C. Com o fim desse procedimento, a solugdo foi resfriada e acrescida a ela agua
pura. Em seguida o teor de minerais foi quantificado por meio das respectivas metodologias:
o fosforo foi determinado por fotocolorimetria, potassio por fotometria de chamas, e célcio,

magnésio, ferro, cobre, zinco e manganés por espectrofotometro de absorcdo atdmica.

6.6 Determinacao dos compostos antinutricionais

6.6.1 Inibidores de Tripsina

O ensaio para determinagdo de tripsina foi feito de acordo com a metodologia descrita

por Kakade, sofrendo algumas modificacdbes (HAMERSTRAND, et al, 1981). A FPA (40

mg) foi suspensa em 1 mL de NaOH 0,01 N, deixada sob agitacdo constante por 3h, a
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temperatura ambiente, com um repouso de 30 min apds esse periodo. Apds esse tempo,
foram retiradas aliquotas de 0,5 mL dos sobrenadantes, que foram misturadas com 0,5 de
NaOH 0,01 N. As solucdes resultantes foram centrifugadas a 14.000xg por 5 minutos.
Inicialmente, foi construida uma curva padrio, por meio das seguintes etapas: aliquotas de 10
a 30 puL de tripsina (0,3 mg/ml) foram utilizadas. Em seguida, foi adicionado o tampao Tris-
HCI 50 mM, pH 7,5, contendo CaCl, 20 mM até o volume de 800 pL. Os tubos foram
novamente incubados em banho-maria, a 37 °C, por 15 min e, em seguida, foi adicionada
uma solucdo para interromper a reacao, composta por 120 pl. de acido acético 30%. As
leituras de absorbancia foram realizadas em espectrofotdmetro a 410 nm.

A atividade inibitoria de tripsina foi expressa em unidades de inibicdo, que
representam a diminuicao de 0,01 da absorbancia da atividade enzimatica. Os ensaios foram
realizados em triplicata e com provas em branco, em que a rea¢do foi parada antes da adi¢do

do substrato.

6.6.2 Método de reducio do Acido fosfomolibdotiingstico

Inicialmente foi preparada uma solucdo estoque com 1,5 g da amostra de FPA e
transferida para um erlenmeyer de 250 mL. Foi adicionado a ele 150 mL de 4gua destilada e
aquecido em banho-maria durante 30 minutos a uma temperatura de 60 °C. Em seguida o
material foi resfriado em agua corrente e o conteudo transferido para baldo volumétrico de
250 mL. Apos esse processo o erlenmeyer foi lavado com 4gua destilada e esse conteddo
contendo ainda a farinha de FPA foi transferido para o baldo volumétrico. Ao final desse
processo o volume do baldo volumétrico foi completado com 4gua destilada. Em seguida o
material sofreu decantagdo e filtracdo com papel filtro, dispersando os primeiros 50 mL
filtrados.

Para a solugdo amostra de taninos toais, foi retirado uma aliquota de 5 mL da solucdo
estoque e transferido para um baldo de 25 mL, completando o restante do volume com agua
destilada. Posteriormente foram retirados 2 mL da solu¢do amostra e acrescidos a ela 1 mL
do reagente fosfomolibdotungstico e 10 mL de agua destilada em outro baldao volumétrico de
25 ml. Ao final, o volume foi completado com solu¢do de carbonato de sddio a 29% (p/v).

A absorbancia foi determinada a 760 nm em espectrofotometro ap6és 30 min do
preparo da amostra, utilizando dgua destilada para ajuste do zero. Todo o ensaio foi realizado

em triplicata.
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6.7 Estimativa da DLs,

6.7.1 Preparacdo da suspensdo de P. aculeata

Foram preparados quatro diferentes suspensdes a base de FPA em quatro diferentes
niveis de concentragdo (175 mg/kg; 500 mg/kg; 2000 mg/kg; 5000 mg/kg) acrescidos a
uma substancia veiculo (carmelose a 0,5%) de forma que as concentragdes presentes na
suspensdo para o teor de farinha atendessem aos niveis recomendados pelo ensaio de
toxicidade aguda preconizado pela OECD 425. O material foi acondicionado em

embalagens plasticas para a preservagao das suas propriedades.

6.7.2 Estimativa da DLsy de P. aculeata conforme a OECD 425 (Acute Oral Toxicity-Up-

And-Down Procedure)

Foram utilizados camundongos fémeas com idade entre 4 e 5 semanas, com peso
médio de 28 g. A ragdo convencional e dgua foram fornecidas a vontade, com excec¢do das 6
h de jejum que precediam a administragdo das diferentes doses de suspensdo de FPA, bem
como 1 hora apds o tratamento, na qual os animais foram submetidos a jejum alimentar para
evitar interferéncia na absor¢do da farinha da planta. Tanto as doses a serem administradas,
bem como o ndmero de animais a serem utilizados e a estimativa da DLsy, foram
determinados pelo algoritmo estabelecido pelo programa AOT 425 StatPgm.

A dose inicial utilizada de FPA foi de 175 mg/Kg p.v. administrada por via oral
(gavagem), com a progressao ou regressdo para as doses seguintes, se relacionando com a
sobrevivéncia ou ndo do animal, respeitando um intervalo de 48 h entre as administragcdes, de

acordo com as recomendacdes da OECD 425 (Figura 03).
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Figura 3. Representacdo esquematica da escolha da dose para estimativa da DLs, de P.

aculeata conforme a OECD 425.

Vive

ANIMAL 2 ANIMAL 1 ANIMAL 2
55 mg/Kg p.v. 175 mg/Kg p.v. 550 mg/Kg p.v.

Morre

Fonte: Morais (2014).

ApOs o periodo das 48 h iniciais, cada animal foi observado por 11 dias apds a
primeira administracdo, totalizando 14 dias de observacdo, quanto ao possivel aparecimento
de sinais de toxicidade (desvios comportamentais, mudancas na pele, pelo, olhos, mucosas
bucais e oculares, respiracdo, tremores, convulsdo, salivacdo, diarréia, letargia e coma),sendo

esses animais sacrificados por deslocamento cervical ao final desse periodo.

6.8 Estimativa de toxicidade de acordo com o protocolo OECD 408 (Acute Oral Toxicity-
Up-And-Down Procedure)

6.8.1 Preparacdo da racao modificada com farinha de P. aculeata

A dieta modificada com as folhas de P. aculeata foi composta por racdo
convencional e diferentes niveis de inclusdo de farinha da planta estudada, cujas
concentracdes estabelecidas foram: 5%, 10% e 20% de nivel de inclusao na ragado
convencional (FIETZ; SALGADO, 1999; ALMEIDA, 2012).

A FPA foi acrescida a racdo convencional previamente triturada em moinho de
facas e moinho de Fritish Pulverisette 14. Esses componentes foram misturados em batedeira
industrial até a completa homogeneizacdo dos dois materiais. Em seguida, foi acrescido
carmelose a 2%, atuando como agente agregante, em quantidade suficiente para promover

aglutinagdo da racao.
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Posteriormente, os pellets obtidos foram submetidos a secagem, a 55 °C, por 48
h, com o objetivo de eliminar a umidade contida no agente agregante. A racdo padrao sofreu
0 mesmo processo, para simular todos os procedimentos feitos no preparo da racdo
modificada.

Os procedimentos de confec¢do da suspensao e da farinha de racdo de P. aculeata
foram realizados no Laboratério de Farmacotécnica na Faculdade de Farmacia, Odontologia

e Enfermagem da UFC.

6.8.2 Ensaio de toxicidade no periodo de 30 e 90 dias

O estudo da toxicidade no periodo de 30 e 90 dias com P. aculeata visou avaliar
possiveis efeitos toxicos de alguma substincia presente nas suas folhas. A determinacio da
toxicidade oral usando doses repetidas de acordo com a RE n° 90 da ANVISA estabelece os
ensaios subdivididos em experimentos de quatro semanas (30 dias de tratamento) e de doze
semanas (90 dias de tratamento).

Foram utilizados 60 camundongos fémeas da espécie Swiss, distribuidos em quatro
grupos de 15 animais, por sua vez, organizados em subparcelas de dois grupos, contendo 7 e
8 animais, respectivamente. Os quatro grupos foram compostos por: Controle negativo (CN),
animais alimentados com ragdo padrao Nuvilab CR-1; Grupo com 5% de inclusdo de farinha
de P. aculeata (FPA 5%); Grupo com 10% de inclusdo de farinha de P. aculeata (FPA 10%)
e o Grupo com 20% de inclusdo de farinha de P. aculeata (FPA 20%).

A cada 30 dias a massa corpdrea dos animais dos grupos era aferida, e o consumo de
agua e racdo era examinado semanalmente. Observacdes quanto ao aparecimento de sinais de
toxicidade e ocorréncia de letalidade.

Apos 30 e 90 dias de tratamento, os animais foram submetidos a uma coleta
sanguinea pelo plexo orbital, com jejum prévio de 6 h, utilizando-se microtubos com dois
tipos de anticoagulantes, heparina sédica (parametros bioquimicos) e EDTA (parametros
hematoldgicos). Também foram confeccionados esfregacos sanguineos, isentos de
anticoagulante, para posterior contagem diferencial dos leucdcitos. Em seguida, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e procedeu-se a retirada dos 6rgdos figado, rins
e coracdo, por meio de técnicas cirdrgicas adequadas, e cada 6rgao fresco foi pesado e os
valores da massa dos 6rgdos foram registrados. Além disso, esses mesmos Orgdaos foram

submetidos a analise histolégica como descrito a seguir no item 6.7.5.
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Os parametros bioquimicos avaliados foram glicose, colesterol total,
triglicerideos, ureia, creatinina, globulina, proteinas totais, albumina, AST e ALT. Ja os
pardmetros hematolégicos analisados foram leucdcitos, hemadcias, hemoglobina,

hematdcrito, VCM, HCM, CHCM e contagem do nimero de plaquetas.
6.8.3 Anadlise dos parametros bioquimicos

Para a determinacdo das varidveis bioquimicas (glicose, colesterol total, triglicerideos,
ureia, creatinina, globulina, proteinas totais, albumina, AST e ALT), a coleta foi realizada em
microbutos do tipo Ependorff® contendo 20 pL de heparina sédica (5000 Ul/mL) diluida de
1:10 em soro fisiol6gico. Decorrido meia hora da coleta, as amostras foram centrifugadas a
3500 rpm (Centrifuga EV-025M- EVLAB®) durante 15 min. Em seguida, retirou-se o
plasma (sobrenadante) e congelou-o a -20 °C para posteriores dosagens, respeitando-se a
estabilidade para cada um dos analitos avaliados.

As quantificagdes dos parametros foram realizadas através de kit’s enzimaticos
colorimétricos da empresa Labtest® e Bioclin®. Para tanto, seguiu-se as recomendacdes dos
fabricantes, utilizando espectrofotdmetro semi-automatico Labquest®.

As andlises bioquimicas e hematoldgicas foram realizadas no Laboratério de
Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmécia, Odontologia e Enfermagem da

UFC.
6.8.4 Andlise dos parametros hematologicos

Para a determinacdo dos parametros hematolégicos como hemoglobina, hematdcrito,

HCM, HCMC, VCM, numero de leucdcitos e numero de plaquetas, utilizou-se o sangue total

coletado em microtubos do tipo Ependorff®, contendo 20 uL de EDTA (10 g/dL) como

anticoagulante. Os esfregacos sanguineos foram confeccionados isentos de anticoagulantes,
os quais foram corados com panético rapido para a contagem diferencial dos leucocitos.

Os valores absolutos das varidveis acima mencionadas foram obtidos através do

aparelho semi-automatico Symex KX-21N Roche®, cuja metodologia baseia-se no principio

da impedancia e espectrofotometria. Previamente a inser¢ao da amostra no analisador, o

sangue era cuidadosamente homogeneizado.
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A contagem diferencial dos leucocitos em neutréfilos e linfocitos para obtencdo
dos valores relativos foi realizada através da contagem diferencial de 100 células nucleadas

(microscépio Olympus CX41® - aumento de 100x).

6.8.5 Anadlise dos parametros histologicos

Uma vez coletados, os 6rgdos figado, rins e coragcdo, foram realizadas clivagens de
acordo com cada 6rgao, e os mesmos foram fixados em Formol a 10% por um tempo de 72 h.
Ap6s fixagdo, os 6rgaos foram entdo desidratados em concentragdes crescentes de dlcool (70
a 100%), diafanizados em xilol, impregnados e inclusos em parafina, € uma vez montado os
blocos, os mesmos foram cortados com o auxilio de um micrétomo em intervalos de 5 pum.
As laminas contendo as sec¢des foram entdo coradas pelo método de Hematoxilina — Eosina
(HE) para avaliacdo histolégica com o auxilio de um microscopio Optico (Olympus® -
CX41®). Na avaliacdo histoldgica foram considerados alguns parametros como indicativos
patologicos a depender do 6rgdo avaliado. Todos os procedimentos histologicos foram
realizados no Laboratério de Manipulagao de Odcitos e Foliculos Ovarianos Pré-antrais do
Programa de POs-Graduacdo em Ciéncias Veterindrias da Universidade Estadual do Ceara

(UECE).

6.9 Comité de Etica

Todos os protocolos experimentais realizados atenderam aos principios éticos
nacionais e internacionais referentes a pesquisa e experimentagdo com animais de
laboratdrio. De acordo com as normas exigidas, o presente projeto foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA) da UFC, sob o nimero de protocolo e

registro n° 9/2016, podendo ser observado no Anexo 2 deste documento.

6.10 Analise estatistica

Os dados obtidos das determinagdes bromatoldgicas, bioquimicas,hematologicas,
andlise macroscdpica e microscopica dos 6rgaos foram plotados e tabulados no programa de
anlise estatistica Graphpad Prism 5.0 e Microsoft Office Excel 2013® para andlise estatistica
e geracdo de graficos e tabelas. Os dados foram expressos como média * erro padrdo da

média (E.P.M). Para analisar as diferencas estatisticas entre os grupos experimentais foi
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realizada a Analise de Varidncia (ANOVA), seguida de pos-teste de Tukey, considerando um

nivel de significancia de 5% (P <0,05).



55

7 RESULTADOS

7.1 Composicao nutricional das folhas de P. aculeata

Através da determinacdo de matéria seca verificou-se a percentagem de agua nas
folhas de P. aculeata, sendo de 85,99%, com Matéria Seca Total de 14,01%.

Com o material triturado, realizou-se a anélise bromatoldgica para a determinacio dos
componentes das folhas da planta estudada em questdo. Os resultados podem ser observados

na Tabela 2.

Tabela 2. Valores nutricionais das folhas de P. aculeata expressos em Matéria Seca.

Farinha de P. aculeata

Analise Teor em Matéria Seca % (g. 100 g')
Proteina Bruta 13,04
Extrato Etéreo 4,29
Carboidratos 20,43
Fibra em Detergente Neutro 34,29
Fibra em Detergente Acido 13,91
Residuo Mineral 14,04

Os valores de minerais encontrados na FPA sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Teor de minerais das folhas de P. aculeata

Minerais Farinha de P. aculeata (mg. 100 g’l)
Nitrogénio 2.240,00
Foésforo 170,00
Potassio 2.590,00
Calcio 2.710,00
Magnésio 520,00
Ferro 24,34
Cobre 1,34
Zinco 3,12

Manganés 14,14
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7.2 Atividade inibidora de Tripsina em folhas de P. aculeata

Para a amostra analisada em questao foi realizada uma analise para a determinagao de
atividade inibitéria de tripsina. Observou-se que esse percentual foi de 35% na FPA, sendo

0,114 Ul mg"' MS de unidade de inibicdo de proteinas.

7.3 Quantidade de taninos totais em folhas de P. aculeata

Para o material de farinha das folhas de P. aculeata foi realizada uma anélise para a
determina¢do do teor de taninos na matéria-prima vegetal. Foi observada uma concentra¢ao

de 0,40% de taninos totais na FPA.

7.4 Estimativa da DLs, pelo protocolo da OECD 425 (Acute Oral Toxicity-Up-And-Down

Procedure)

A dose inicial de P. aculeata administrada, por via oral, ao primeiro animal foi de 175
mg/Kg p.v do animal. Apés a administracdo, foram feitas observacdes quanto ao
comportamento do camundongo, objetivando verificar algum efeito toxico. No decorrer desse
ensaio, o animal apresentou durante a primeira hora de administra¢do da solu¢do de FPA e
carmelose, leve taquicardia, piloerecdo e taquipneia durante os 30 minutos iniciais. Ap0Os esse
periodo, o animal apresentou comportamento normal durante todo o restante da observacgdo
no periodo de 1 a 24 h ap6s a administracdo, ndo apresentando, portanto, o surgimento de
sinais de toxicidade nesse periodo,permanecendo entdo o animal vivo. Dessa forma, 48 h
depois foi possivel administrar a dose de 550 mg/Kg ao segundo animal. Da mesma forma
como ocorreu com o primeiro animal, o segundo nio apresentou sinais de toxicidade e
sobreviveu ao término das 48 h. Portanto, o terceiro animal recebeu a dose de 2000 mg/Kg.
Esse animal também ndo apresentou sinais de toxicidade ou possiveis efeitos deletérios, e
também sobreviveu ao periodo de 48 h. Essa dose foi administrada a mais dois animais
diferentes por mais dois dias, seguindo as orientacdes estabelecidas pelo programa AOT 425
StatPgm utilizado para se realizar os testes limites.

Como todos os animais estudados sobreviveram a esta etapa do protocolo, realizou-se
uma ultima etapa com dose de 5000 mg/Kg, administrada ao sexto animal participante do
estudo. Apos 48 h, observou-se que o animal ndo apresentou sinais toxicos € permaneceu

sauddavel e vivo durante esse periodo. Assim, foram utilizados novamente mais dois animais e
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administrada a mesma dose. Como os demais, esses animais ndo apresentaram sinais de
intoxicagdo ou alteragdes comportamentais. Dessa forma, encerrou-se o ensaio de toxicidade
oral aguda,uma vez que os trés animais subsequentes receberam a dose de 2000 mg/kg e

5000 mg/kg e permaneceram vivos. O resumo das atividades segue demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4. Pesos inicial e final dos camundongos apds administracdo de suspensdo de farinha
das folhas de P. aculeata via oral, bem como observacdo e o aparecimento de sinais de
toxicidade e mortalidade.

Dose Peso Peso Final Observacdo Observacdo Observacdo Observaciao

(mg/Kg) Inicial (g) (2) por 1 h por 6 h por 12 h por 24 h Mortalidade

Taquicardia,

Animal 1 175 30 33 Piloerecao, AS AS AS -
Taquipneia

Animal 2 500 28 30 AS AS AS AS -

Animal 3 2000 28 32 AS AS AS AS -

Animal 4 2000 28 30 AS AS AS AS -

Animal 5 2000 27 30 AS AS AS AS -

Animal 6 5000 28 31 AS AS AS AS -

Animal 7 5000 29 32 AS AS AS AS -

Animal 8 5000 28 31 AS AS AS AS -

*AS = auséncia de sinais de toxicidade.

7.5 Ensaio de suplementacdo com farinha de P. aculeata por 30 e 90 dias através da

OECD 408 (Repeated Dose 90-Day Oral Toxicity)

7.5.1 Consumo de dgua e racdo, massa corporea, sobrevivéncia e observacoes

comportamentais

O tratamento com doses repetidas, realizado através da inclusdo de FPA na dieta de
camundongos pela via oral, nas concentragdes de 5%, 10% e 20% durante os 30 e 90 dias de
experimento, ndao resultou na modificagdio do padrio de consumo de agua e racdo,
comparando-os com o controle negativo. Também ndo foi observada nenhuma morte ou
modificagdo visivel no padrao comportamental dos animais.

Observou-se que o consumo médio de agua, ragdo e ganho de massa corporal
(Graficos 01, 02 e 03) ndo diferiram estatisticamente entres os grupos participantes da

pesquisa.
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Entretanto, destaca-se uma elevacdo numericamente no consumo de 4gua nos grupos
FPA 20% e FPA 10%, a partir da semana 8, quando comparado com os demais grupos do

Controle Negativo e FPA 5%, que foram a partir da semana 10 (Grafico 01).

Griéfico 01. Consumo semanal médio de 4gua (mL) dos grupos experimentais tratados por 30
e 90 dias com racdo padrao (CN) e racdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P.
aculeata (FPA) nas inclusoes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM).

O consumo médio de racdo foi maior numericamente nos grupos FPA 10% e FPA
20%, ressaltando maior consumo a partir das semanas 10 a 12, quando comparados com os
demais grupos do controle negativo e FPA 10%, sem que houvesse diferenca significativa

(Grafico 02).
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Grafico 02. Consumo semanal médio de racdo (g) dos grupos experimentais tratados por 30
e 90 dias com racdo padrdo (CN) e racdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P.
aculeata (FPA) nas inclusoes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro padrao da média (EPM).

Percebeu-se ganho de massa corporal numericamente maior nos grupos FPA 20% e

FPA 5% (Grafico 03).

Grafico 03. Ganho de massa corpérea (g) dos grupos experimentais tratados por 30 e 90 dias
com racao padrdo (CN) e racdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA)
nas inclusoes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM).
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Quantos aos aspectos gerais de bem estar, os animais tratados com FPA pareciam
sadios, ndo apresentando sinais de toxicidade, tais como perda de peso, mudancas no aspecto
do pélo, olhos, mucosas bucais e oculares, respiragdo, aparecimento de tremores e

inflamacdo, convulsdo, salivagdo, diarréia, letargia e coma.

7.5.2 Avaliagdo dos parametros bioquimicos apés 30 e 90 dias de tratamento

Apds 30 e 90 dias foram observados modificacdes significativas nos parametros
bioquimicos. A concentracdo plasmatica de glicose teve seus valores reduzidos no grupo
FPA 20% (115,30 £ 1,64 mg/dL) quando comparado aos grupos CN (188,80 + 8,95 mg/dL),
FPA 5% (163,50 £ 5,83 mg/dL) e FPA 10% (172,00 £ 0,78 mg/dL), correspondendo a
reducdes de 38,93% e 32,96%, respectivamente no periodo de 30 dias.

Para a concentracio plasmatica de glicose no periodo de 90 dias, os valores do grupo
FPA 20% (119,20 + 4,15 mg/dL) e FPA 10% (122,40 = 5,94 mg/dL) apresentaram valores
menores quando comparados ao grupo CN (151,00 £ 2,74 mg/dL) e FPA 5% (138,40 + 2,65
mg/dL), equivalendo a uma reducdo de 21,05% e 18,94%,respectivamente, quando

comparado ao grupo CN (Gréfico 04).

Grafico 04. Concentracdo plasmatica de glicose (mg/dL) dos grupos experimentais tratados
por 30 e 90 dias com racdo padrdo (CN) e ragdo padrdo incorporada de farinha de folhas de
P. aculeata (FPA) nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM),
onde ““*“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, ap6s a aplicacio da ANOVA com pés teste de
Tukey.
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A concentragdo plasmatica de colesterol ndo apresentou diferenca significativa no
periodo de 30 dias. Entretanto, teve seu valor reduzido de forma significativa no grupo FPA
20% (92,60 % 3,42 mg/dL) quando comparado ao grupo CN (125,00 + 7,43 mg/dL), FPA 5%
(110,00 + 0,78 mg/dL) e FPA 10% (109,2 + 2,12 mg/dL) correspondendo a uma reducio de
25,92%, no periodo de 90 dias (Grafico 05).

Grafico 05. Concentracdo plasmatica de colesterol (mg/dL) dos grupos experimentais
tratados por 30 e 90 dias com rac¢do padrdo (CN) e racdo padrio incorporada de farinha de
folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA
20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM),
onde “*™“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, ap6s a aplicagio da ANOVA com pos teste de
Tukey.

A concentracdo plasmaética de triglicerideos apresentou-se reduzida no periodo de 30
dias nos grupos FPA 5% (116,50 = 7,73 mg/dL) e FPA 20% (115,30 * 0,75 mg/dL) quando
comparados ao grupo CN (208,00 + 13,72 mg/dL) e ao grupo FPA 10% (168,70 + 5,26
mg/dL) correspondendo a uma reducdo de 43,99% e 44,56%, respectivamente, em
comparac¢do ao grupo CN.

No periodo de 90 dias, a concentragdo plasmética de triglicerideos se apresentou
ainda menor nos grupos FPA 5% (112,80 + 5,17 mg/dL) e FPA 20% (115,00 + 6,01 mg/dL),
quando comparados ao CN (184,00 £ 19,93 mg/dL). Esses valores de reducio correspondem

a 38,69% e 37,5%, respectivamente (Gréfico 06).
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Grafico 06. Concentracdo plasmética de triglicerideos (mg/dL) dos grupos experimentais
tratados por 30 e 90 dias com racdo padrdao (CN) e racdo padrdo incorporada de farinha de
folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA
20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM),
onde ““*“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, apos a aplicacio da ANOVA com pés teste de
Tukey.

Para a concentracdo plasmatica de ureia, importante marcador da fun¢do renal,
observou-se valores reduzidos comparando os trés grupos experimentais FPA 5% (35,00 +
0,69 mg/dL), FPA 10% (32,00 £ 0,29 mg/dL) e FPA 20% (34,67 * 0,45 mg/dL) com CN
(45,60 = 3,13 mg/dL), no periodo de 30 dias.

No periodo de 90 dias, essa concentracdo plasmética de ureia também se apresentou
reduzida no grupo FPA 5% (36,20 + 1,43 mg/dL) e FPA 10% (41,20 £+ 0,70 mg/dL), quando
comparados ao FPA 20% (48,20 = 1,17 mg/dL) e ao grupo CN (46,40 + 1,61 mg/dL)
(Grafico 07).
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Griéfico 07. Concentracdo plasmatica de ureia (mg/dL) dos grupos experimentais tratados por
30 e 90 dias com ra¢@o padrao (CN) e racdo padrio incorporada de farinha de folhas de P.
aculeata (FPA) nas inclusoes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM),
onde ““*“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, apos a aplicagdo da ANOVA com pos teste de
Tukey.

Nao foram observadas diferencas estatisticas para a concentracdo plasmatica de
creatinina entre os grupos que receberam a farinha no periodo de 30 dias. J4 com relagdo a
essa concentracdo no periodo de 90 dias, a mesma apresentou valores elevados no grupo FPA
20% (1,63 £ 0,09 mg/dL) quando comparado ao CN (0,51 £ 0,01 mg/dL), FPA 5% (0,78 %
0,12 mg/dL) e FPA 10% (0,92 + 0,13 mg/dL), representando uma aumento de 43,55% em
relacdo ao CN, periodo de 90 dias (Gréfico 08).

Grafico 08. Concentracdo plasmdtica de creatinina (mg/dL) dos grupos experimentais
tratados por 30 e 90 dias com racdo padrao (CN) e racdo padrdo incorporada de farinha de
folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA
20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM),
onde ““*“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, ap6s a aplicacio da ANOVA com pés teste de
Tukey.

Com relagdo a concentracao plasmatica de globulina, verificou-se valores elevados no
grupo FPA 10% (1,46 = 0,08 g/dL) quando comparado aos grupos CN (1,08 + 0,03 g/dL),
FPA 5% (1,00 + 0,00 g/dL) e FPA 20% (0,01 £ 0,00 g/dL), em que esse valor mostrou-se
elevado em 26,38% em relacdo ao grupo CN, aos 30 dias.

Apo6s 90 dias, a concentracdo plasmatica de globulina apresentou teores aproximados,
com destaque para a reducdo da concentracdo no grupo FPA 5% (1,82 + 0,08 g/dL) e FPA
10% (1,92 + 0,02 g/dL) em relacdo ao grupo CN (2,14 + 0,06 g/dL (Gréfico 09).

Grafico 09. Concentracdo plasmatica de globulina (g/dL) dos grupos experimentais tratados
por 30 e 90 dias com racdo padrdo (CN) e ragdo padrio incorporada de farinha de folhas de
P. aculeata (FPA) nas inclusoes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM),
onde ““*“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, apos a aplicagdo da ANOVA com pos teste de
Tukey.

Na concentragdo plasmaética de proteinas totais em 30 dias, o grupo FPA 20% (3,53 +
0,01 g/dL) apresentou maior redu¢do quando comparado ao grupo CN (3,88 = 0,05 g/dL) e
FPA 10% (4,00 £0,07 g/dL). Ja o grupo FPA 10% (4,00 £ 0,07 g/dL) apresentou uma maior
elevacao nos seus valores diante do grupo FPA 20% (4,62 + 0,06 g/dL).

Aos 90 dias, a concentracdo plasmatica de proteinas totais apresentou reducdo nos
grupos FPA 5% (4,48 £ 0,11 g/dL) e FPA 20% (4,62 + 0,06 g/dL.) em comparacdo ao grupo
CN (4,96 + 0,09 g/dL) (Grafico 10)
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Grafico 10. Concentracdo plasmatica de proteinas totais (g/dL) dos grupos experimentais
tratados por 30 e 90 dias com racdo padrdao (CN) e racdo padrdo incorporada de farinha de
folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA
20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro padrao da média (EPM),
onde ““*“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, apos a aplicagdo da ANOVA com pos teste de
Tukey.

A concentragdo plasmética de albumina sofreu redu¢do no grupo FPA 20% (2,53 +
0,01 g/dL) quando comparado aos grupos CN (2,80 + 0,02 g/dL), FPA 5% (2,70 + 0,02 g/dL)
e FPA 10% (2,66 = 0,01 g/dL) no periodo de 30 dias. Apds 90 dias, os grupos nao

apresentaram diferenca significativa entre as suas médias (Grafico 11).

Grafico 11. Concentracio plasmatica de albumina (g/dL) dos grupos experimentais tratados
por 30 e 90 dias com racdo padrdo (CN) e ragcdo padrdo incorporada de farinha de folhas de
P. aculeata (FPA) nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM),
onde ““*“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, apos a aplicagdo da ANOVA com pos teste de
Tukey.

Para a concentracdo plasméitica de AST aos 30 dias, os valores mostraram-se
reduzidos no grupo experimental FPA 20% (52,67 + 0,62 U/L) quando comparado aos
grupos CN (79,60 + 4,87 U/L), FPA 5% (67,50 = 0,75 U/L) e FPA 10% (70,67 + 1,53 U/L)
sendo essa reducgdo correspondente a 33,83% em comparacao ao CN.

A concentracdo de AST apresentou valores elevados, apds 90 dias, no grupo FPA
20% (110,00 £ 5,11 U/L) em comparacao aos grupos CN (67,40 = 3,21 U/L), FPA5% (68,00
+ 3,20 U/L) e FPA 10% (71,60 = 1,79 U/L), representando esse valor um aumento de 34,72%
quando comparado ao grupo CN (Gréfico 12).

Grafico 12. Concentracdo plasmatica de AST (U/L) dos grupos experimentais tratados por
30 e 90 dias com ra¢@o padrao (CN) e racdo padrio incorporada de farinha de folhas de P.
aculeata (FPA) nas inclusoes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM),
onde ““*“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, apos a aplicagdo da ANOVA com pos teste de
Tukey.

Para a concentracdo plasmatica de ALT também aos 30 dias, os valores foram
menores nos grupos FPA 5% (27,00 + 0,86 U/L) e FPA 20% (24,00 = 0,78 U/L) quando
comparados ao grupo CN (32,80 = 1,21 U/L) e o grupo FPA 10% (34,67 = 0,172 U/L).

J4 com relacdo a concentracdo plasmatica de ALT em 90 dias, o analito apresentou
valores elevados no grupo FPA 20% (49,80 = 5,06 U/L) em comparac¢do aos grupos CN
(31,00 + 2,39 U/L), FPA 5% (28,80 = 2,18 U/L) e FPA 10% (37,60 = 2,05 U/L),

representando um aumento de 37,75% em relacdo ao CN (Grafico 13).
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Grafico 13. Concentracdo plasmatica de ALT (U/L) dos grupos experimentais tratados por
30 e 90 dias com ra¢@o padrao (CN) e racdo padrio incorporada de farinha de folhas de P.
aculeata (FPA) nas inclusoes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro padrao da média (EPM),
onde “*™“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, apds a aplicacio da ANOVA com pés teste de
Tukey.

Os valores dos analitos das analises realizadas para glicose, colesterol total,
triglicerideos, ureia, creatinina, globulina, proteinas totais, albumina, AST e ALT estdo

descritos nos Anexos 3 e 4.
7.6 Avaliacao dos parametros hematologicos apds 90 dias de tratamento

A andlise do hemograma (leucdcitos, nimero de hemécias, hemoglobina, hematdcrito,
VCM, CHCM e HCM) dos animais tratados com FPA, nas doses de 5% (FPA 5%), 10%
(FPA 10%) e 20% (FPA 20%) de inclus@o na ragdo, durante o periodo experimental de 90
dias, apresentou algumas alteragdes hematoldgicas nos grupos tratados com FPA em relacao
aos animais cuja dieta continha apenas ra¢ao padrao (CN).

Houve diminui¢do no nimero de leucécitos nos grupos FPA 10% (2,18 = 0,12
3 3
10 /uL) e FPA 20% (2,14 = 0,17 10 /uL), em comparacdo aos grupos CN (3,76 + 0,15

3 3
10 /uL) e FPA 5% (3,00 £ 0,22 10 /uL), em que foi observada uma redugao de 42,02% e

43,08%, respectivamente, quando comparados com o grupo CN (Grafico 14).
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3
Gréfico 14. Concentracdo de leucdticos (10 /uL) dos grupos experimentais tratados por 90
dias com racdo padrao (CN) e ra¢do padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata
(FPA) nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=10) foram expressos como média * erro padrao da média (EPM),
onde ““™“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, ap6s a aplicagio da ANOVA com p0s teste de

Tukey.

6
O nimero de hemaicias sofreu reducdo no grupo FPA 20% (7,17 + 0,12 x10 /uL) e

6 6
FPA 5% (7,55 £ 0,12 x10 /uL) em comparag@o aos grupos CN (8,04 £ 0,11 x10 /uL) embora

os valores apresentados estejam proximos dos obtidos no grupo CN (Grafico 15).

6
Grafico 15. Numero de hemacias (x10 /uL) dos grupos experimentais tratados por 90 dias
com rac¢ao padrao (CN) e ragdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA)
nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).

Hemacia (x10°/pL)

CN FPA 5% FPA 10% FPA 20%
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Os resultados dos grupos experimentais (n=10) foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM),
onde ““*“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, apos a aplicagdo da ANOVA com pos teste de
Tukey.

J4 com relacdo a concentracdo plasmatica de hemoglobina, verificou-se valores
menores nos grupos FPA 20% (10,90 £ 0,18 g/dL) quando comparado aos grupos CN (12,84
+ 0,22 g/dL), FPA 5% (12,08 + 0,20 g/dL) e FPA 10% (12,70 + 0,25 g/dL), representando
um valor de reducdo de 15,10% ao CN (Grafico 16).

Grafico 16. Concentracdo de hemoglobina plasmatica (g/dL) dos grupos experimentais
tratados por 90 dias com racdo padrdo (CN) e racdo padrao incorporada de farinha de folhas
de P. aculeata (FPA) nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=10) foram expressos como média * erro padrao da média (EPM),
onde “*™“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, ap6s a aplicagio da ANOVA com p0s teste de
Tukey.

O hematdcrito apresentou valores menores no grupo FPA 20% (36,70 *+ 0,59 %) em
comparacao aos grupos CN (42,36 = 0,71 %), FPA 5% (39,98 £ 0,57 %) e FPA 10% (42,26 +
0,77 %). A reduc@o nesse grupo foi de 13,36% frente ao CN (Grafico 17).
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Grafico 17. Valor de hematocrito (%) dos grupos experimentais tratados por 90 dias com
racdo padrdo (CN) e rag¢do padrio incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas
inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).

Hematocrito (%)

CN FPA 5% FPA 10% FPA 20%

Os resultados dos grupos experimentais (n=10) foram expressos como média = erro padrao da média (EPM),
onde “*™“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, ap6s a aplicagio da ANOVA com p0s teste de
Tukey.

O volume corpuscular médio apresentou reducdo no grupo FPA 20% (51,22 £ 0,26
fL),em comparacdo aos grupos CN (52,60 = 0,21 fL), FPA 5% (52,94 £ 0,41 fL) e FPA 10%
(53,12+ 0,42 fL) (Grafico 18).

Grafico 18. Volume corpuscular médio (fL) dos grupos experimentais tratados por 90 dias
com ragdo padrio (CN) e racdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA)
nas inclusoes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=10) foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM),
onde ““*“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, apos a aplicagdo da ANOVA com pos teste de
Tukey.
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O teor de hemoglobina corpuscular média também foi menor no grupo FPA 20%
(15,22 £ 0,14 pg) em comparacdo aos demais grupos CN (15,94 = 0,10 pg), FPA 5% (16,00 %
0,19 pg), FPA 10% (15,96 = 0,17 pg) (Grafico 19).

Grafico 19. O teor de hemoglobina corpuscular média (pg) dos grupos experimentais
tratados por 90 dias com racdo padrdo (CN) e racdo padrao incorporada de farinha de folhas
de P. aculeata (FPA) nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=10) foram expressos como média = erro padrao da média (EPM),

onde ““*“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, ap6s a aplicacio da ANOVA com pés teste de

Tukey.

A concentracdo de hemoglobina corpuscular média apresentou valores menores, com
diferenca significativa do grupo FPA 20% (29,70 = 0,17 %L) em relacdo ao grupo CN (30,30
+ 0,09 %L) (Grafico 20).
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Grafico 20. Concentracdo de hemoglobina corpuscular média (%L) dos grupos
experimentais tratados por 90 dias com ragdo padrdo (CN) e racdo padrdo incorporada de
farinha de folhas de P. aculeata (FPA) nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e
20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=10) foram expressos como média * erro padrao da média (EPM),
onde ““*“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, apos a aplicagio da ANOVA com pés teste de
Tukey.

Ja na plaquetometria foi observada uma elevacdo do nimero de plaquetas no grupo
3 3
FPA 5% (1261 £+ 31,35 10 /uL) em comparagdo aos grupos CN (1048 + 42,82 10 /uL), FPA

3 3
10% (1099 + 27,77 10 /uL) e FPA 20% (1089 + 29,43 10 /uL), com destaque para um

aumento no valor desse parametro de 16,89%.em relacdo ao grupo CN (Grafico 21).

3
Grafico 21. Nimero de plaquetas (10 /uL) dos grupos experimentais tratados por 90 dias
com rac¢do padrao (CN) e ra¢do padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA)
nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).

1500+

Plaquetas (103/;.1L)

CN FPA 5% FPA 10% FPA 20%
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Os resultados dos grupos experimentais (n=10) foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM),
onde ““*“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, apos a aplicagdo da ANOVA com pos teste de

Tukey.

Na andlise de contagem diferencial de células, foram observados os seguintes valores:

O ndmero de leucdcitos sofreu redugdo nos grupos FPA 10% (305,20 = 17,51 103/pL)
e FPA 20% (299,60 = 24,57 103/pL), em comparacdo aos grupos CN (527,40 = 21,90
103/pL) e o grupo FPA 5% (420,00 + 30,88 103/pL), representando uma reducgdo de 43,19% e
42,13%, respectivamente, frente ao CN (Grafico 22).

Grafico 22. Numero de leucéticos totais (103/pL) dos grupos experimentais tratados por 90
dias com rac¢do padrdo (CN) e racdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata
(FPA) nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=10) foram expressos como média * erro padrao da média (EPM),
onde ““*“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, apos a aplicagdo da ANOVA com pos teste de

Tukey.

O numero de neutroéfilos foi reduzido nos grupos FPA 5% (6,00 + 0,74 IOS/HL) e FPA
20% (6,20 * 0,56 10*/uL), em comparacdo aos grupos CN (12,80 = 1,12 10°/uL) e o grupo
FPA 10% (11,80 + 0,98 10°/uL), representando um valor de reducdo de 53,12% e

51,56%,respectivamente, frente ao grupo CN (Gréfico 23).
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Grifico 23. Nimero de neutréfilos (10°/uL) dos grupos experimentais tratados por 90 dias
com ragdo padrio (CN) e racdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA)
nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=10) foram expressos como média * erro padrao da média (EPM),
onde “*™“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, ap6s a aplicagio da ANOVA com pos teste de

Tukey.

Ja o nimero de linfécitos foi maior nos grupos FPA 5% (92,20 = 0,88 10*/uL) e FPA
20% (93,80 £ 0,56 103/pL), quando comparados aos grupos CN (85,20 + 1,64 103/pL) e ao
grupo FPA 10% (88,00 + 0,91 10*/uL) (Grafico 24).

Grafico 24. Nimero de linfécitos (103/pL) dos grupos experimentais tratados por 90 dias
com rac¢ao padrao (CN) e ragdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P. aculeata (FPA)
nas inclusdes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=10) foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM),
onde ““*“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, apos a aplicacdo da ANOVA com pds teste de

Tukey.
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Os resultados dos analitos descritos acima estao discriminados no anexo 5.

7.7 Avaliacao macroscépica e microscépica dos orgiaos

Na avaliagdo macroscopica dos 6rgaos foram observadas mudancas na massa dos
orgaos figado, rins e coracdo com modificacdes no peso dos mesmos apds tratamento dos
animais com FPA nas doses de 5%, 10% e 20% de inclusdo na dieta,durante os periodos de
30 e 90 dias do respectivo tratamento.

Para o periodo de 30 dias foi observado diferenca significativa da massa do figado,
com destaque para um aumento no grupo FPA 20% (1,57 + 0,09 g) quando comparado aos
grupos CN (1,05 £ 0,07 g), FPA 5% (1,14 = 0,05 g) ¢ FPA 10% (1,18 = 0,09 g),
representando um aumento de massa de 32,59%, frente ao grupo CN. Ja para o periodo de 90
dias de tratamento, ndo foram observadas diferencas significativas da massa do figado entre

os grupos (Grafico 25).

Griafico 25. Massa absoluta do 6rgdo figado (g) dos camundongos apds o tratamento por 30 e
90 dias com ragdo padrdo (CN) e racdo padrio incorporada de farinha de folhas de P.
aculeata (FPA) nas inclusoes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM),
onde “*"“%” representam P<0,05 entre os grupos experimentais, ap6s a aplicagio da ANOVA com pos teste de
Tukey.

No periodo de 30 e 90 dias de tratamento dos grupos com os diferentes niveis de
inclus@do de FPA, ndo foram observadas diferencas significativa da massa dos rins entre os
grupos estudados (Grafico 26).
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Gréfico 26. Massa absoluta do 6rgdo rim (g) dos camundongos apds o tratamento por 30 e
90 dias com ragdo padrdo (CN) e ra¢do padrido incorporada de farinha de folhas de P.
aculeata (FPA) nas inclusoes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média = erro padrao da média (EPM),
onde ““™“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, apos a aplicacio da ANOVA com pos teste de

Tukey.
No periodo de 30 dias de tratamento dos grupos com diferentes niveis de inclusdo,
ndo foram observadas diferenca significativa da massa do corag@o entre os grupos estudados.
Entretanto, no periodo de 90 dias foram observadas diferenca significativa, em que 0s grupos
FPA 10% (0,14 £ 0,06 g) e FPA 20% (0,15 £ 0,06 g) sofreram redu¢do na massa do 6rgdo
quando comparados aos grupos FPA 5% (0,19 = 0,04 g) e o grupo CN (0,19 + 0,06 g),
representando uma reducao de 26,90% e 22,84%, respectivamente, quando comparados ao

grupo com maior média de massa (Grafico 27).
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Gréfico 27. Massa absoluta do 6rgdo coracdo (g) dos camundongos apds o tratamento por 30
e 90 dias com racdo padrdo (CN) e racdo padrdo incorporada de farinha de folhas de P.
aculeata (FPA) nas inclusoes de 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% (FPA 20%).
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Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média = erro padrao da média (EPM),
onde ““™“% representam P<0,05 entre os grupos experimentais, ap6s a aplicagio da ANOVA com p0s teste de
Tukey.

Os valores da massa dos Orgdos estudados durante o periodo de 90 dias seguem
descritos no Anexo 6 e 7.

Na andlise microscépica para identificagdo histopatoldgica dos 6rgaos figado, rins e
coracgdo, foram identificadas alteracdes no padrao histolégico desses 6rgaos.

Na avaliacdo histopatologica do figado de camundongos submetidos a uma dieta com
niveis de inclusdo de 5%, 10% e 20% de FPA durante o periodo de 30 e 90 dias, observou-se
uma série de alteracdes, com destaque para areas de degeneracdo, necrose, focus de
hemorragia e areas de arquitetura do 6rgao desorganizada (Tabela 05).

Na avaliacdo dos rins, observou-se com maior frequéncia discretas congestoes
vasculares e focus de hemorragia cortical nos grupos tratados com 10% de inclusdo. Ja os
grupos tratados com 20% de inclusdo, apresentaram além de focus de hemorragia cortical,
degeneracdo tubular e aumento na concentracio de células mesangiais (Tabela 06).

Por fim, a avaliacdo histopatolégica do 6rgdo coracio apresentou focus de hemorragia
durante os 30 primeiros dias nos niveis de inclusdo de 10% e 20%, e durante o periodo de 90
dias foi possivel observar hemorragia subepicardica em todos os nives estudados (Tabela 07).

De um modo geral, observou-se nos 6rgaos um aumento de alteragdes histologicas
com o aumento do nivel de inclusdo da farinha de P. aculeata na racdo de camundongos, e
ainda com o aumento dos dias da utilizacdo, ou seja, mais achados com 90 em relagcdo aos 30

dias de utilizacdo da racdo.
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Os achados de todos os 6rgaos seguem descritos nas Tabelas (05, 06 e 07) a seguir.

Tabela 05. Achados na andlise histopatoldgica do figado dos animais submetidos aos

tratamentos com diferentes niveis de inclusao da farinha de folhas de P. aculeata.

Orgio: Figado
30 dias 90 dias
FPA 5% FPA 5%

- Presenca de histidcitos
- Areas de degeneracdo
- Areas de necrose

FPA 10% FPA 10%
- Areas de degeneragio
- Discreta inflamacao
polimorfonuclear
- Focus de hemorragia
- Areas com arquitetura
desorganizada

FPA 20% FPA 20%

- Parénquima bem organizado com a
presenca de areas de degeneracdo

- Focus de inflamacdo histocitaria

- Areas de degeneragio

- Degeneracao hidropica - 1. o
g ¢ p - Inflamacdo histocitaria

Tabela 06. Achados na andlise histopatoldgica dos rins dos animais submetidos aos

tratamentos com diferentes niveis de inclusao da farinha de folhas de P. aculeata.

Orgﬁo: Rim
30 dias 90 dias
FPA 5% FPA 5%
- Coértex com tibulo contorcido
proximal e distal — Nada digno de

- Tecido bem preservado

nota
- Discreta congestdo vascular

FPA 10% FPA 10%
- Discreta congestao
- Focus de hemorragia cortical - Discreta congestao
- Medula bem preservada

FPA 20% FPA 20%
- Focus de hemorragia cortical - Focus de hemorragia

- Discreta degeneracao tubular - Proliferacdo de células mesangiais
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Tabela 07. Achados na andlise histopatolégica do coracdo dos animais submetidos aos

tratamentos com diferentes niveis de inclusao da farinha de folhas deP. aculeata.

Orgio: Coraciio

30 dias 90 dias
FPA 5% FPA 5%
- Sem observagdes pertinentes - Hemorragia subepicardica
FPA 10% FPA 10%
- Focus de hemorragia do miociardio - Hemorragia subepicardica
FPA 20% FPA 20%

- Focus de hemorragia - Hemorragia subepicardica
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8 DISCUSSAO

Devido as quantidades significativas de proteinas e minerais, além de possuir folhas
suculentas e comestiveis, a P. aculeata é considerada uma Otima alternativa para a
suplementagdo e enriquecimento nutricional da dieta, sendo, portanto, muito utilizada no
preparo de farinhas, saladas, refogados, tortas e massas alimenticias (ROCHA et al., 2008).

Do ponto de vista cientifico, pesquisas t€m demonstrado que muitos vegetais possuem
substancias deletérias, o que indica a necessidade de estudos relacionados aos seus possiveis
efeitos toxicos (BABAYI et.al., 2007).

Antes da realizacdo dos ensaios de toxicidade, foram realizados ensaios para a
determinagdo bromatoldgica na farinha das folhas de P. aculeata Miller, bem como a
determinacdo da composicdo de nutrientes presentes nessa mesma amostra, para verificar
possivel influéncia do clima, solo, regido do pais no que se refere a composicao nutricional
da planta.

Com a realizacdo da analise bromatoldgica, observou-se no presente estudo um teor
de proteinas (13,04 g) por 100 g de massa seca nas folhas de P. aculeata Miller, mostrando-
se esse valor abaixo dos valores citados na literatura (17,4 g: Almeida et al., 1974; 22,9 g:
Rocha et al., 2008; 28,4 g: Takeiti et al., 2009; 28,99 g: Almeida et al., 2014) para essa
mesma planta. Essa diferenca no percentual menor de proteinas quando comparado a estudos
anteriores pode ser em decorréncia do solo da regido e das condi¢des climaticas.

Sao comuns na regido do presente estudo solos do tipo franco-arenoso, 0s quais
possuem uma quantidade relativamente baixa da fracdo argila. Essa propriedade influéncia
diretamente na fertilidade do solo, pois solos com maiores teores da fracdo areia tendem a
possuir teores menores de matéria organica e nutrientes, principalmente pelo processo de
lixiviacdo, além de reterem um teor menor de 4gua, o que afeta a planta por meio do estresse
hidrico.

A matéria organica tem papel fundamental no desenvolvimento das plantas, pois
aumenta a tonalidade escura do solo, forma agregados que aumentam a permeabilidade ao ar,
aumenta a capacidade de retencdo de agua, controla o pH, produz substancias ativadoras e
inibidoras do crescimento de microorganismo, além de influenciar na disponibilidade de
macro e micronutrientes no solo (LUCHESE et al., 2004).

Em pesquisa realizada por Mazia e Sartor (2012) acerca da influéncia do tipo de solo
sobre o cultivo e na quantidade de proteinas das folhas de P. aculeata, observou-se que solos

com teores maiores da fracdo areia (substrato contendo 60% de fracdo arenosa + 20% de terra
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argilosa + 20% de matéria organica) influenciam de forma negativa na quantidade de
proteinas nessa espécie de planta, apresentando essa planta valores médios de proteinas de
9,42%.

Embora o teor de proteinas tenha sido menor que outros casos citados anteriormente
na literatura, quando comparamos o teor de proteina presente em 100 g da farinha de folhas
deP. aculeata (13,04 g) com 100 g dos feijoes da variedade carioca ou roxo (8,0 g e 6,9 g),
respectivamente, tidos popularmente como uma das principais fontes de proteina (TACO,
2011), observa-se que a farinha desta espécie ainda que nas condicoes do semi-
arido,apresenta maior teor proteico.

No que se refere a matéria mineral, o presente estudo apresentou valor significativo
(14,04 g) e préximo ao dos estudos de Takeiti et al. (2009) - (16,1 g) e Almeida et al. (2014)
- (14,81 g), os quais foram realizados em regides com propriedades edafoldgicas mais
propicias ao desenvolvimento fisioldgico da espécie P. aculeata Miller.

Com relacdo aos valores de Extrato Etéreo ou lipidios, este estudo apresentou teor
(4,29 g) maior do que o encontrado em trabalhos realizados por Rocha ef al. (2008) (3,4 g) e
Takeiti et al. (2009) (4,1 g), ainda assim, sendo considerado um valor baixo desse nutriente
em vegetais. Em virtude dos baixos valores de lipidios, Rocha et al. (2008) sugerem que as
folhas de P. aculeata podem ser utilizadas em dietas com restricdo desse nutriente, sendo,
portanto, importante, por exemplo, em dietas para finalidades dietéticas e hipocaldricas.

Os valores de Fibra em Detergente Neutro (FDN - 34,29 g) e Fibra em Detergente
Acido (FDA - 13,91 g) da farinha de P. aculeata foram maiores no presente estudo em
comparacdo aos estudos de Takeiti ef al (2009) - (FDN - 33,9 g e FDA - 5,2 g) e Almeida et
al (2014)- (FDN - 19,17 g e FDA - 2,43 g), mostrando que a farinha de P. aculeata possui
grandes quantidades de fibras soluveis e insoliveis na sua composi¢do. Mahan (2002) afirma
que a ingestdo diaria recomendada de fibras para um adulto deve ser de 2 g/Kg de peso
corporeo.

Desta forma, além da grande quantidade de proteina bruta, a P. aculeata é uma
importante fonte para a ingestdo de fibra. Isso ¢ importante uma vez que se sabe que o
consumo de fibras na dieta favorece o peristaltismo intestinal, além de prevenir varias
doencas como: varizes (RICHARDSON; DIXON, 1977), cancer de c6lon (HUANG et al.,
1978), hemorr6idas, tumores intestinais (MENDELOFF, 1978), diabetes (MIRANDA;
HORWITZ, 1978), além de reduzir a glicemia e o colesterol sanguineos (KOHN, 1991;
GLORE et al., 1994).
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Dentre os minerais contidos na farinha de P. aculeata foi observado nesse estudo
valores menores de fosforo (170 mg), potassio (2.590 mg), magnésio (520 mg), zinco (3,12
mg) e manganés (14,14 mg), por 100 g de massa seca,quando comparados com o teor
apresentado por Almeida et al. (2014) que encontraram: fésforo (320 mg), potéssio (3.910
mg), magnésio (586, 67 mg), zinco (7,3 mg) e manganés (43,48 mg). Os outros valores de
minerais encontrados nesse estudo foram superiores aos descritos pelo mesmo autor. Em
comparac¢do com as pesquisas de Takeiti ef al. (2009) foram encontrados os seguintes dados:
calcio (3.420 mg), potédssio (1.632 mg), magnésio (1.500 mg), fésforo (156 mg), manganés
(46,40 mg), zinco (26,70 mg), ferro (14,18 mg) e cobre (1,40 mg). Em relacdo aos dois
estudos, podemos destacar que com excecao do teor de potassio, fosforo, ferro e cobre, todos
os outros valores encontrados no presente estudo foram inferiores aos descritos por Takeiti et
al. (2009). Com relacdo aos niveis de fésforo (170,0 mg) e magnésio (520,0 mg), os valores
encontrados nesse estudo também foram maiores do que os descritos por Almeida Filho e
Cambraia (1974). A farinha das folhas de P. aculeata apresentou teores de ferro maiores que
outros vegetais como: folhas de taioba com limbo com nervura (Xanthosoma sagittifolium) -
23,74 mg (PINTO et al.,2001b), erva-de-ganso (Parietaria debilis)- 15,30 mg, chapéu-de-
couro (Echinodorus grandiflorus)- 16,80 mg e urtiga-mansa (Phenax uliginosus)- 20,50 mg.

O teor de cédlcio menor pode ser explicado em parte pela menor quantidade desse
elemento no solo. Foi observado um teor de 39 milimol/dm’ de calcio para a amostra desolo
avaliado, enquanto que o valor recomendado por Malavolta et al. (1997) estd acima de 40
milimol./dm’.

Vale ressaltar que, mesmo apresentando valores menores de célcio (2.710 mg), o teor
observado deste mineral foi ainda superior ao presente nos iogurtes integral (143 mg) e
desnatado (157 mg), leite de vaca desnatado UHT (134 mg) e integral (123 mg),e em varios
tipos de queijos, brocolis, couve e espinafre, alimentos bastante tradicionais e consumidos
diariamente pela populacdo, segundo dados presentes na TACO (2011).

J4 em relagdo ao teor de ferro, mesmo em valor inferior (24,34 mg) ao encontrado por
outros autores na literatura, a quantidade encontrada no presente trabalho foi superior ao
apresentado em alimentos tipicamente reconhecidos pelo alto teor desse nutriente € muito
difundido pela populagdo em geral, como o figado bovino cru (5,6 mg) e grelhado (5,8 mg),
beterraba crua (0,3 mg) e cozida (0,2 mg) (TACO, 2011).

Com relacdo aos ensaios de toxicidade, no primeiro estudo realizado para a
determina¢do da DLsp, nenhum animal foi a 6bito mesmo apds tratamento com a maior dose

de farinha de P. aculeata (5000 mg/Kg), sendo a toxicidade oral aguda dessa substancia



83

classificada na categoria 5, na qual a toxicidade aguda letal é superior a 5000 mg/Kg de
acordo com o Sistema de Classificacdo Globalmente Harmonizado (Globally Harmonized
Classification System) da OECD. Através dessa metodologia, pode-se inferir que a DLs, de
P. aculeata é superior a 5000 mg/kg.

Vale ressaltar que, no protocolo de OECD 425, apenas o Animal 1 tratado com uma
dose de 175 mg/kg apresentou, durante os primeiros 30 min, uma leve taquicardia, piloere¢ao
e taquipineia, a qual desapareceu cerca de 1 h ap6s a administragdo.Alguns autores afirmam
que fatores como temperatura, luz, ventilagdao, umidade, qualidade do ar e manejo devem ser
controlados 0 maximo possivel, uma vez que isso pode influenciar no comportamento e bem
estar dos animais. Considera-se que essas alteragdes possam ter sido influenciadas pelo
manejo ou imobiliza¢do do animal, o que pode ter levado ao estresse em um curto periodo de
tempo, uma vez que OS outros animais apresentaram parametros comportamentais mais
padronizados. Os demais animais avaliados no estudo apresentaram auséncia de piloerecao,
taquicardia, taquipneia, tremores finos e grosseiros, movimentos circulares, exoftalmia,
movimentos estereotipados, comportamento agressivo e restricdo do consumo de agua e
racdo, que pudessem estar ligados a ingestdo da solucdo administrada aos animais
(ANDERSEN, 2004; ANDRADE, 2006; TEIXEIRA, 2009; RIVERA, 2010).

Dentre os parametros que podem ser avaliados em estudos de toxicidade de
suplementagdo de 30 e 90 dias, encontra-se a mensuragdo do ganho de massa corpérea € o
consumo de racdo e 4gua do animal. A perda de peso e a diminuicio do consumo de
alimentos e dgua podem representar sinais de toxicidade, fato que ndo ocorreu neste estudo,
uma vez que o grupo controle e os grupos tratados com diferentes niveis de inclusdo de
farinha de P. aculeata seguiram um padrdo equivalente de ingestao de liquidos e sélidos, bem
como ganharam massa corporal de forma continua com o passar das 12 semanas de estudo.

Esses resultados divergem do estudo realizado por Dayrell e Vieira (1977) com ratos
cuja dieta possuia concentrado de folhas de P. aculeata, durante 28 dias, e dos resultados
obtidos por Almeida (2012), cujos animais foram alimentados com farinha de Pereskia
grandifolia (FPG) em niveis de suplementagdo proteica de 5 e 10%, levando em ambos os
estudos, a uma diminui¢@o do peso corporal dos animais ao apresentarem diferenca estatistica
entre os grupos estudados.

Entretanto, de acordo com estudo realizado por Carvalho ef al. (2009) com grupos de
animais alimentados com a farinha da alga marinha verde (Ulva fasciata Delile), que € rica
em fibras, os mesmos apresentaram ganho de peso ao final de 30 dias, ndo diferindo do grupo

controle alimentado com celulose como fonte de fibras. Também nio foram observados nos
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niveis de inclusdo de P. aculeata na racdo e nos periodos estudados, mudancas na pele, pelo,
olhos, mucosas, respiracdo, aparecimento de tremores, convulsdo, salivacdo, diarréia, letargia
e coma.

O grupo de animais alimentados com suplementagdo proteica de 20% na racdo
apresentou numericamente um maior consumo de dgua e de ragcdo, notadamente a partir do
primeiro dia, em relacdo aos demais grupos experimentais, embora sem diferenca estatistica.
Essa equivaléncia de consumo de racdo entre os grupos, com uma tendéncia até de maior
consumo com suplementagdo de P. aculeata 20% ¢ um indicativo de auséncia de toxicidade,
uma vez que animais roedores podem reduzir a ingestao alimentar quando recebem uma dieta
desbalanceada, com sabor desagradiavel e/ou com a presenca de compostos téxicos
(BARDOCZ et al., 1996).

No presente estudo, ndo foi correlacionado aumento do consumo de fibra com o
ganho de peso. De modo geral, um dos efeitos das dietas ricas em fibras sdo o aumento da
saciedade e a reducdo do apetite (EUFRASIO et al, 2009). Todavia, Silva et al. (2003),
trabalhando com ratos, ndo observaram diferenca significativa na quantidade ingerida de
dieta com diferentes tipos e concentragdes de fibras.

Além dos parametros nutricionais, foram avaliados aspectos relacionados a
propriedade antinutricional de P. aculeata. Para a amostra de FPA foi realizada anélise para
determina¢do de propriedade inibitdria de tripsina e a quantidade de taninos totais. A FPA
apresentou no presente estudo um percentual de 35% de atividade inibitdria de tripsina, sendo
0,114 UI/mg"' de MS de unidade de inibicdo de proteinas. O valor encontrado é menor que os
valores obtidos por Almeida er al. (2014) e por Silva et al. (2013), os quais também
trabalharam com a farinha das folhas de P. aculeata, correspondendo a 1,82 UI/mg'1 e 3,60
UI/mg'1 de MS, respectivamente. Esses valores apresentados divergem dos estudos realizados
por Dayrell e Vieira (1977), que ndo observaram a presenca de unidades de inibicdo de
tripsina para as amostras de folhas de P. aculeata Miller.

Tracando um paralelo da atividade inibitéria de tripsina de outras espécies com alta
concentracdo desse composto, como a soja crua, em relagdo a outras espécies convencionais
e ndo-convencionais utilizadas na alimenta¢do, observam-se valores que variam de 37,73 a
51,68 U/mg " de MS para a soja crua, para o feijdo carioca (136,80 Ul/mg"' de MS), em
folhas de taioba (2,14 a 3,36 UI/mg‘] de MS), farinha da semente de abdbora crua (0,88 a
6,24 UI/mg'1 de MS) e abdbora torrada (0,43 a 3,38 UI/mg'l de MS), observando que o valor
encontrado no presente estudo estd bem abaixo dos valores observados nos alimentos citados

(HAFEZ, 1983; ANTUNES et al, 1995; PINTO et al., 2001).
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Assim, a FPA analisada no presente estudo apresentou atividade inibitoria de tripsina
inferior aos principais alimentos ricos nesse antinutriente, € em alguns exemplos de alimentos
convencionais e outras hortalicas nao-convencionais. Diante disso, como uma das principais
funcdes dos inibidores de proteinas € provocar a interferéncia e reducdo da digestdo de
proteinas através da paralisacdo da acdo da tripsina, a qual é a enzima responsavel pela
digestdo das proteinas a presenca dessas substancias, ocasionam, a hipersecrecdo de enzimas
digestivas, sendo isso causado justamente pela presenga desses inibidores no trato digestivo,
resultando também na baixa disponibilidade de aminoacidos essenciais livres (BAZOK et al.,
2005). Como ja observado em outros estudos, a digestibilidade da P. aculeata esta em torno
de 85% (SILVA JUNIOR er al., 2010; MAZIA; SARTOR, 2012), ndo sofrendo esse valor
influéncia de inibidores de tripsina. Em virtude da sua baixa concentracdo, o consumo de
FPA parece ser seguro diante do ponto de vista nutricional, quando relacionado a presenca de
inibidores de tripsina.

Ja com relacdo a presencga de taninos na composicdo de P. aculeata, foram realizadas
andlises para sua determinacio, em que se observou um teor de 0,40% de taninos totais. Em
estudos realizados por Marquez e Lajolo (1990), os autores observaram uma baixa
digestibilidade (62,8%) e excre¢do fecal de nitrogénio superior a 30% em estudos com ratos
alimentados com feijao (Phaseolus vulgaris). Os autores atribuem esses resultados a acdo de
polifendis, interacdo de fibras com a mucosa intestinal. Segundo Martin-Tanguy et al. (1977),
taninos presentes em feijao-fava (Vicia faba L.) podem ser considerados como substincias
inibidoras de crescimento e responsaveis pela baixa digestibilidade de compostos
nitrogenados. De acordo com os autores, os taninos podem afetar o crescimento de animais.

Quando comparado a estudos realizados por outros autores, Pinto et al. (2000)
observaram que animais alimentados com ragdes isoenergéticas com valores de (0,0%;
0,21%; 0,42%; 0,63 e 0,84%) de teor de taninos influenciou de forma negativa, embora ndo
tenha sido significativo estatisticamente, na disgetibilidade de fibras e de proteinas para os
dois niveis mais altos de concentracdo. Essa diminuicdo pode ser explicada, segundo Austin
et al. (1989), pelo fato de que alguns aminoacidos tém grande afinidade pelos taninos,
destacadamente a prolina, com os quais formam complexos resistentes ao ataque enzimatico
que ocorre durante o processo digestivo. Isso pode explicar o menor aproveitamento da
proteina. Além disso, esses resultados corroboram com as afirmagdes de Chubb (1982), de
que o tanino diminui o aproveitamento da proteina e leva a altas excrecdes de nitrogénio nas
fezes. Entretanto, nesse mesmo estudo, a quantidade presente de taninos totais ndo foi

suficiente para levar os animais a um quadro clinico téxico. Pinto ef al. (2004) afirmam que
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niveis de 0,42% e 0,46%, respectivamente, de taninos totais na dieta, ndo afetaram a
digestibilidade da matéria seca e proteina digestivel.

Em estudo realizado por Almeida et al (2014), utilizando a farinha de P. aculeata,
observou-se valores de até 19,34 mg/100 g de MS de taninos, sem apresentar influéncia
significativa sobre a digestibilidade das proteinas. Segundo Hoseney et al. (1981), teores
acima de 1,0 g/100 g de MS sdo considerados elevados e prejudiciais para a digestibilidade
de proteinas. Portanto, seriam necessérios aproximadamente 6 Kg de farinha de P. aculeata
para causar diminuicdo da digestibilidade proteica.

Portanto, para as concentracdes encontradas dos valores de tanino na farinha das
folhas de P. aculeata, observa-se que a mesma ndo altera de forma significativa a
digestibilidade de proteinas e fibras, sendo recomendado para a suplementacdo alimentar em
virtude da grande quantidade desses nutrientes na sua composi¢ao.

Também foram avaliados aspectos relacionados ao metabolismo dos animais
submetidos ao ensaio de toxicidade via oral com suplementacdo cronica ap6s 30 e 90 dias da
administracdo dos diferentes niveis de inclusdo de farinha de P. aculeata. Os aspectos
avaliados foram: glicose, colesterol total, triglicerideos, ureia, creatinina, globulina, proteinas
totais, albumina, ALT e AST. Tais parametros bioquimicos sdo utilizados como indicadores
do comportamento fisiol6gico do animal em resposta a alteragdes enddgenas e também como
biomarcadores de diagndsticos apds a exposi¢cdo a uma determinada substancia. As alteragdes
desses parametros podem suscitar sobre possiveis lesdes em 6rgios ou tecidos, além de
identificar alteragdes que podem sugerir infec¢des (SHAHSAVANI, 2010). A determinagdo
destes valores quando corretamente mensurados e interpretados, pode demonstrar
precisamente as condi¢des do animal no momento da amostragem, por meio do padrio
nutricional, doencas ou estresse, bem como a qualidade do seu habitat (PEREZ et al, 2003).

No modelo de toxicidade de suplementacdo de 30 e 90 dias, os animais que receberam
as doses de 5 e 20% de inclusdo de farinha nesse periodo, apresentaram redu¢do nos niveis
plasméticos de glicose. A glicose € um parametro utilizado para avaliacdo do metabolismo
dos carboidratos. Segundo Pereira (2007), as fibras contribuem para a queda do indice
glicémico dos alimentos, por meio de uma melhor resposta glicémica e uma menor resposta
insulinica. Observa-se que com a digestdo lenta, a absor¢do se da no decorrer de todo o
intestino delgado, proporcionando uma curva de reagdo glicémica, com um pico menor.

Além disso, modificacdes nos niveis séricos de glicose refletem mais no metabolismo
geral, do que propriamente em sinais de toxicidade em um 6rgdo especifico (GILL et al.,

2010). Além disso, as fibras soliveis (FDA) apresentam efeitos benéficos na glicemia,
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retardando a absorcdo de glicose, e no metabolismo de lipidios (GLORE, et al, 1994;
SALGADO, 2001). Assim, sugere-se que a alta concentracdo de fibra, com destaque para o
maior teor de fibra soldvel (13,91%), presente na planta estudada, possa ter contribuido para
a reducgdo dos niveis plasmaticos de glicose.

Os niveis de colesterol sofreram redugdo consideraveis durante os 90 dias do periodo
experimental. Para esse pardmetro, o grupo FPA 20% apresentou reducao quando comparado
ao CN. O colesterol € importante para a formac¢ao e manutencdo da fungao das membranas
celulares, para a sintese de sais biliares, hormdnios esterdides e da vitamina D. Entretanto, o
colesterol em excesso € o principal fator associado a doencgas cardiovasculares. As fibras
presentes na dieta influenciam nas concentracdes de colesterol, em que as fibras soldveis
reduzem o tempo de transito intestinal e ajudam na diminui¢do das concentracdes séricas de
colesterol, ao passo que as fibras insoliveis aumentam a saciedade e auxiliam na reduc¢do da
ingestdo energética (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 1998). Além disso, as fibras também
auxiliam na reducdo dos niveis de colesterol através de outros mecanismos, tais como: a)
atuam como agente sequestrador de 4cidos biliares; b) reduzem as taxas de aumento da
insulina pela reducdo da velocidade de absorcdo de carboidratos, retardando sintese de
colesterol; e c¢) produzem éacidos graxos de cadeia curta, os quais sdo absorvidos pela
circulacao portal e inibem a sintese de colesterol (SBC, 1994; JONES; KUBOW, 2003).

Frias e Sgarbieri (1998) ao avaliarem ratos durante 28 dias recebendo dietas com 0%,
10% e 15% de fibras oriundas da goma guar, observaram que somente nas concentracoes de
10% e 15% de fibra, houve efeito na redug¢ao do colesterol. Nao apenas a concentracdo, mas
também o tipo de fibra € importante na reducdo do colesterol.

Fietz e Salgado (1999) ao avaliarem, durante 30 dias, ratos alimentados com pectina e
celulose nas concentracdes de 5%, 10%, 15% e 20%, observaram que as dietas com celulose
exerceram o menor efeito hipocolesterolemiante quando comparadas com as dietas com
pectina a 10% e a 15%. Ja em outro estudo, ndo foi observada diferenca estatistica no nivel
de colesterol entre os ratos do grupo controle e aqueles que receberam a farinha da folha de
mandioca a 5%, 10% e 15%, durante sete semanas, sendo que todos os grupos tinham 1% de
colesterol e as mesmas quantidades de proteina digerivel e fibras (MELO et al, 2007).

Desse modo, acredita-se que o alto teor de fibras de natureza solivel no presente
estudo, devido ao teor maior de pectina presente nessa fracdo, tenha contribuido para a
reducdo sérica de colesterol, nos animais tratados com teores maiores de farinha de P.

aculeata, por um periodo de 90 dias.
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Outro parametro avaliado que sofreu reducdo significativa foi o nivel plasmético de
triglicerideos. No periodo de 30 e 90 dias, os grupos FPA 20% e FPA 5% apresentaram
redug@o nos valores desse parametro. As mesmas proposi¢coes feitas ao que foi relacionado a
reducdo dos teores de glicose e colesterol se aplicam no presente pardmetro analisado, uma
vez que as fibras formadoras de géis, caracteristica observada na presente espécie, auxiliam
na reducdo dos niveis séricos de colesterol e triglicerideos em ratos e em humanos
(HENRIQUES et al. 2008).

Além do mais, outro aspecto positivo do P. aculeata € a baixa quantidade de lipidios
nas suas folhas, conforme pode ser observado nos estudos de Rocha et al. (2008) e Takeiti et
al. (2009), os quais determinaram niveis de 3,64 e 4,1 g/100 g de MS, respectivamente. Fietz
e Salgado (1999) também observaram reducdo significativa nas concentracOes séricas de
triglicerideos de ratos submetidos a dietas com 10% e 15% de celulose e pectina, quando
comparados aqueles do grupo controle. Assim, corroborando com as afirmacdes de Rocha et
al. (2008), a P. aculeata pode ser utilizada em dietas com restricdo de lipidios, devido ao seu
baixo conteudo deste nutriente.

A creatinina, ureia e 4cido urico sdo os principais produtos do catabolismo do
musculo, proteina e metabolismo das purinas. Como esses compostos sdo excretados na
urina, o quadro de disfuncdo renal estd geralmente associado ao aumento da concentragao
plasmatica dessas substancias (MOTA, 2003). Dessa maneira, o aumento da creatinina e
ureia sérica pode ser atribuido a diminuicao da capacidade funcional de depuracdo dos rins
(AFOLAYAN et.al., 2009; ANIAGU et.al., 2005).

Para os valores plasmaticos de ureia, foi observado reducao em todos os grupos
de 30 dias com diferentes niveis de inclusdo de P. aculeata. Ja no periodo de 90 dias, esses
valores foram menores nos grupos FPA 5% e FPA 10%, sofrendo elevacdo no grupo FPA
20%, quando comparados ao CN. Uma dieta rica em proteinas provoca excesso de
aminoécidos nos tecidos. Esse excesso de aminoacido é utilizado como fonte de energia e
gliconeogénese, liberando ureia como produto nitrogenado proveniente do metabolismo das
proteinas formada no figado a partir da amoénia (LIMA, 2003). O aumento dos niveis
plasmaticos de ureia ndo desponta como bom indicativo da funcdo renal (DANTAS et
al.,2006), dessa forma, os elevados niveis de ureia, principalmente no grupo FPA 20%,
podem estar associados ao alto teor de proteina presente nessa espécie vegetal.

O teor de creatinina apresentou valores bastante elevados no grupo FPA 20%
quando comparado ao CN e aos demais grupos no periodo de 90 dias. A creatinina é um

produto metabdlico da degradacdo da creatina-fosfato no musculo. A sua producdo é
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relativamente constante e depende da massa muscular. Valores aumentados de creatinina
podem significar sobrecarga renal, insuficiéncia renal aguda ou, ainda, aumento no
catabolismo proteico (VIJAYALAKSHMI et al., 2000; ADEBAYO et al., 2003). Por outro
lado, a ingestdo de dietas com grande quantidade de proteinas pode aumentar potencialmente
o nivel sérico de creatinina e diminuir a sua depuracdo (RAVEL, 1997). Esse fator pode
explicar os valores elevados da creatinina plasmatica dos animais do grupo FPA 20%, uma
vez que a andlise microscopica dos rins indicou que ndo houve alteragao da massa normal e o
mesmo apresentou tecido bem preservado.

Silveira (1988) descreve que a proteina total compreende todas as proteinas do sangue,
incluindo a albumina e a globulina. As proteinas podem sofrer alteracdes de importancia
clinica, principalmente nos processos inflamatorios parasitarios e metabdlicos. A avaliacdo
das proteinas totais € utilizada para verificar o estado nutricional e a forma¢do de edemas,
indicando alteragdes metabdlicas e auxiliando no diagndstico clinico de diversas
enfermidades (KANEKO et al., 1997). Alteragdes nos padrdes da fracdo proteica ndo sdo
caracteristicas de uma doenca em particular, mas podem trazer importantes informacoes
diagnosticas, quando usadas em conjunto com outros achados clinicos e laboratoriais
(FELDMAN et al., 2000).

Dentre todas as proteinas encontradas em nosso organismo, a albumina desponta em
relacdo as demais por ser a mais abundante (cerca de 50% do total) e, consequentemente, por
ter um grande papel no equilibrio e manutencdo da pressdo coloidosmotica entre o espago
intracelular e o liquido intersticial (BURTIS et.al., 2008). O teor de albumina foi menor no
periodo de 30 dias para o grupo FPA 20%, entretanto, esse teor ndo apresentou diferenca
significativa entre os grupos nos periodos de 90 dias. Almeida (2012) observou teores
maiores de albumina no grupo CN, quando comparado aos grupos cuja dieta continha 5 e
10% de farinha de Pereskia grandifolia, em animais alimentados durante 28 dias. Segundo o
autor, tal achado pode estar relacionado a demanda de uma maior distribui¢cdo dos acidos
graxos livres, uma vez que a albumina é uma proteina sérica importante no metabolismo
lipidico por atuar no transporte de acidos graxos livres no sangue (DERIVI et al., 1987),
caracteristica essa marcante no grupo CN por conter uma dieta com maior teor de lipideos.

Para a concentragdo de proteinas totais, os valores no grupo FPA 10% se mostraram
maiores que dos demais grupos aos 30 dias de fornecimento da P. aculeata na ragido.
Entretanto, durante os 90 dias, os valores observados para os grupos tratados com niveis de
P. aculeata, foram préximos, porém menores que o CN nos niveis de 5 e 20%. Ja o teor de

globulina foi maior no grupo FPA 10% durante 30 dias, e todos os outros grupos
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apresentaram valores menores aos 90 dias, com diferenca significativa nos grupos FPA 5% e
FPA 10%, quando comparados com o grupo CN. A diminui¢do das proteinas totais parece
ndo envolver a albumina. Entretanto, parece envolver a globulina. Como os valores de
albumina e proteinas totais foram alterados de forma significativa pela ingestdo de P.
aculeata, sugere-se que a funcdo de sintese e secre¢do do figado permaneceu alterada em
alguns niveis de inclusdo. Considerando o alto teor de proteina das dietas experimentais, se
esperaria um aumento deste analito no soro dos animais. No entanto, isso ndo foi observado.
Esse fendmeno pode estar relacionado ao aumento da frequéncia urinaria, eliminando assim,
mais ureia via renal.

A avaliacdo de parametros da funcdo hepatica é imprescindivel para andlise
toxicologica de substancias, uma vez que o figado € o principal 6rgdo metabolizador de
substancias no organismo (BRUNTON et al., 2012). As aminotransferases, AST e ALT, sdo
enzimas utilizadas como bons indicadores da fungdo hepatica e biomarcadores preditivos de
uma possivel toxicidade. No presente estudo, foi observado que houve redugdo nos teores de
AST em alguns grupos estudados, quando comparados com o CN no periodo de 30 dias.
Entretanto, para o periodo de 90 dias, o grupo com maior concentragdo de farinha de folhas
de P. aculeata apresentou valores bastante elevados em relagdo aos demais grupos de niveis
de inclusdo e ao controle negativo. Ja para as andlises de ALT, se verificaram elevagdo
significativa no grupo FPA 10%, quando comparado ao grupo CN no periodo de 30 dias. Ja o
valore desse analito durante o periodo de 90 dias foi maior no grupo FPA 20%,quando
comparado ao grupo CN.

No estudo conduzido por Almeida (2012), ratos alimentados com farinha de Pereskia
grandifolia, em niveis de 5 e 10% de inclusdo, ndo apresentaram diferencas entre os grupos,
quanto a atividade da enzima AST, todavia, o grupo 10% apresentou maior atividade sérica
da enzima ALT, quando comparado ao grupo controle. A atividade da enzima ALT dos
grupos alimentados com a farinha de Pereskia grandifolia ficou acima da concentracdo de
referéncia dessa enzima para Rattus norvegicus, sugerindo assim, indicios de alteragdes na
funcdo hepatica, pois as concentracoes séricas de ALT aumentam quando ocorrem alteracdes
na permeabilidade ou injiria nos hepatdcitos (KANEKO et al, 1997). Em outro estudo,
animais alimentados com a farinha de folha de mandioca (5%, 10%e 15%) ndo apresentaram
diferenca estatistica entre os diferentes grupos, mas foi observado um aumento da atividade
sérica da enzima ALT, quando comparados com o grupo controle,ndo havendo alteracdo na

atividade da enzima AST (MELO et al, 1998). Os autores concluiram que, embora os
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animais alimentados com a farinha de folhas de mandioca tenham apresentado lesdes
hepéticas, elas ndo foram suficientes para induzir o aumento da enzima AST.

Geralmente, um dano no parénquima hepético causa elevacdo de ambas as enzimas no
sangue (LI et al., 2011). Cerca de 80% da AST encontra-se localizada em mitocondrias e
aparece em altas concentracdes em varios tecidos (figado, rins, coracio e pancreas), enquanto
a ALT ¢ localizada principalmente no citosol dos hepatdcitos, sendo considerada, portanto,
um marcador mais sensivel de dano hepatocelular do que a AST, podendo inclusive fornecer
uma avalia¢do do grau de dano sofrido pelo figado (MABEKU et al., 2007). Dessa forma,
observa-se, que a niveis hepdaticos, a inclusdo de 20% de farinha de P. aculeata pode
apresentar danos a esse tecido durante um periodo de exposi¢do cronica da planta.

O padrao fisiologico dos animais pode ser determinado por meio da avaliacdo
sanguinea dos parametros hematologicos, bioquimicos e imunologicos (BORJESSON;
CHRISTOPHER, 2000). Segundo Majerowicz (2005), as informacdes sobre a fisiologia de
camundongos sdo essenciais, uma vez que testes hematologicos sdao capazes de determinar a
existéncia de alguma doenca. O conhecimento dos valores sanguineos referentes aos
parametros hematoldgicos possibilita a caracterizacdo adequada do perfil sanguineo de cada
espécie (ALMEIDA et al.,2008).

Portanto, o hemograma tem sido uma fonte de informacdo em estudos pré-clinicos
toxicologicos (OLSON et.al., 2000), e pode ser dividido em eritrograma (células vermelhas),
leucograma (células brancas) e plaquetograma (plaquetas).

Os indices hematimétricos VCM, HCM e CHCM, bem como o niumero de hemacias,
quando em niveis normais, indicam a auséncia de destruicdo das células vermelhas e de
problemas na incorporagdo da hemoglobina, sendo este ultimo achado sugestivo de auséncia
de anemia (ODEYEMI et.al., 2009). Houve uma redugdo nesses valores para o nivel de
maior concentracdo de FPA. Esse resultado pode ser interpretado como um indicativo de
anemia e menor concentragdo de células vermelhas. Também houve uma ligeira redugao dos
niveis de hematécrito e hemoglobina. Adham et al. (2000) afirmam que essa reducgdo é
normal em animais que nao receberam suplementacdo vitaminica de acido ascorbico,podendo
essa reducdo também ser um indicativo de anemia. Os mesmos autores afirmam que tal
quadro pode estar relacionado a reducdo na absorcdo e redistribuicdo de Fe e,
consequentemente, na sintese de hemoglobina.

Ja o numero de plaquetas foi mais elevado em todos os grupos, com destaque
para o grupo FPA 5%. A diminuicdo no ndmero absoluto de plaquetas ou o

comprometimento da sua fun¢do podem causar distirbios hemostaticos capazes de provocar
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hemorragias, em que os principais sinais sdo: petéquias, equimoses, sufusdes, sangramentos
gastrintestinais e urindrios. No presente estudo, ndo foram observadas reducdes do nimero
total de plaquetas dos grupos tratados com diferentes niveis de farinha de P. aculeata. Assim,
pode-se sugerir que a planta ndo causa alteracdes hemostaticas, como hemorragias, ainda
quando adicionada em niveis mais elevados (20%) na racdo.

Na contagem diferencial de células no esfregaco sanguineo, foi observado o nimero
de leucécitos, neutréfilos e linfocitos. Verificou-se que o nimero de leucécitos e neutrdfilos
sofreu reducdo nos grupos FPA 5 e 20%, quando comparados ao CN. J4 o nimero de
linfécitos sofreu elevagdo nos grupos FPA 10 e 20% em relacdo ao grupo CN. O esfregaco
sanguineo na rotina hematoldgica permite a observagao da morfologia celular e a detec¢do de
alteracoes (CAMPBELL, 1994). O sistema hematopoiético constitui-se em um dos alvos
mais sensiveis de toxinas, e € considerado um importante indicador do estado fisiolégico ou
patologico em humanos e animais (LI er al., 2011). Indicacdes gerais de toxicidade da
medula dssea sdo avaliadas através da andlise de alteracOes do sangue periférico como a
presenca de anemias, neutropenias, trombocitopenias ou pancitopenias (EVAN, 2008). Além
disso, a manutencdo do nimero de neutr6filos e linfocitos € um forte indicador que ndo
ocorreu processo inflamatério nem modificacdo no sistema imunoldgico (ASHAFA et.al.,
2009; YAKUBU et.al., 2007).

Como ocorreram diferencas significativas na analise do sangue periférico, mais
precisamente na reducdo no nimero de leucdcitos e neutréfilos, sugere-se que a P. aculeata
pode promover dano a medula dssea ou processo inflamatoério, com a quebra da homeostase
entre a quantidade de neutrdfilos e linfocitos.

Na andlise macroscOpica dos Orgdos, foi avaliada a massa do figado, rins e coracdo.
Dentre os periodos avaliados, ou seja, de 30 e 90 dias, houve diferenca significativa entre a
massa de alguns o6rgdos. Uma dieta possuindo compostos toxicos pode levar a alteracdes no
peso dos 6rgdos, na forma de aumento ou diminui¢do, podendo, portanto, ser um indicador
sensivel de toxicidade (BARDOCZ et al., 1996; BABAYI et al., 2007).

Figado e rins sdo os principais Orgdos investigados em animais utilizados em
protocolos experimentais de toxicidade. No presente estudo, o figado nos grupos em que foi
utilizada a P. aculeata em diferentes niveis de inclus@o na racdo, apresentou aumento da
massa no grupo FPA 20% nos primeiros 30 dias, entretanto, o mesmo, ndo sofreu alteracio
significativa da sua massa, quando comparados ao grupo controle negativo ap6s 90 dias. Ja
os rins ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos no periodo de estudo, e nem

quando comparado entre os diferentes periodos de tempo. Para o periodo de 90 dias, o
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coracdo apresentou para os grupos FPA 10% e FPA 20% uma reducdo de massa
estatisticamente significativa.

O aumento da massa do figado no grupo FPA 20% pode estar relacionado a
degeneracdo hidrépica observado no tecido desse 6rgdo. De forma geral, todos os tipos de
lesdo levam, em primeiro momento, ao acumulo de 4gua intracelular. Como consequéncia, a
célula adota um aspecto edematoso, que corresponde ao aumento de 4gua e sédio no
citoplasma ou nas cisternas do reticulo endoplasmatico. Este fenomeno se deve a alteracao da
bomba de sddio-potissio produzido pela diminuicdo de adenosina trifosfato (ATP). A
consequéncia direta é a retencdo de sédio e dgua na célula, com grau mais intenso de edema
(POZO; ARELLANO, 2006).

Em trabalho realizado por Almeida (2012), o autor relatou que animais alimentados
com suplementacdo proteica de 5% e 10% de farinha de Pereskia grandifolia na dieta,
apresentaram peso e tamanho do figado menor numericamente em relacdo ao grupo CN,
embora ndo tenha sido observada diferenca estatistica entre os grupos para esse parametro. O
mesmo autor afirma que essa reducdo de massa estd relacionada com uma menor
concentracdo de gordura no figado, em virtude de uma dieta mais rica em fibras e com menor
teor de lipidios, caracteristicas estas presentes na planta estudada no presente estudo. Ja em
outro estudo realizado por Anderson et al. (1994) foi observado diminui¢do do peso do
figado dos animais alimentados com goma guar (fonte de fibra), em relacdo aqueles
alimentados com celulose. Essas afirmac¢des podem corroborar com os dados obtidos no
presente estudo, em que se observou reducdo numérica na massa do figado durante o periodo
experimental.

Analises microscOpicas também foram realizadas no figado, rins e coracdo.
Especificamente com rela¢do ao figado, a utiliza¢do de diferentes niveis de P. aculeata no
presente estudo levou a alteragdes hepaticas como desorganizagdo da arquitetura do 6rgao,
degeneracdo hidrdpica, processo degenerativo de necrose e focus de inflamacdo e
hemorragia, especialmente com o aumento dos niveis de inclusdo da planta, e com a
utilizacio mais prolongada da mesma. E dito que a insuficiéncia hepatica, sinalizada pela
elevacdo dos niveis de AST e ALT, pode ocasionar lesdes difusas nesse 6rgdo, com o
comprometimento de 75% do parénquima hepatico. Isso corrobora com os achados no
presente estudo, em que juntamente com as alteracdes histoldgicas citadas anteriormente, foi
verificado, especialmente com 90 dias, aumento nos niveis de AST e ALT, especialmente nas
maiores concentracdes de inclusdo da planta na racdo. Os principais sinais clinicos causados

pela insuficiéncia hepatica sdo ictericia, edema, hemorragias, fotossensibilizacdo e
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encefalopatia hepatica (SANTOS er al., 2008). Diferentemente do presente estudo, em
trabalho realizado por Almeida (2012), com dieta suplementada com farinha de Pereskia
grandifolia, a anélise histopatologica do figado mostrou normalidade na estrutura dos
hepatdcitos, sem infiltracdo inflamatéria, necrose lobular central ou congestio da veia central
e fibrose.

As alteracdes histopatoldgicas observadas nos rins foram discretas. A morfologia dos
rins tratados com diferentes niveis de P. aculeata mostrou-se muito semelhante ao do grupo
controle negativo. Foi observado nos rins da maioria dos animais que as regides medular e
cortical estavam bem conservadas dentro do padrao de normalidade. As principais lesdes
observadas nos rins foram congestdo e hemorragia cortical, observadas nos grupos com
maiores teores de inclusdo de farinha de P. aculeata. Dessa forma, afirma-se que o aumento
da creatinina, destacado anteriormente, nao afetou de forma deletéria a estrutura fisiologica
dos rins.

No caso do coragdo, as alteracdes histopatologicas observadas foram basicamente
focus de hemorragia subepicirdica e do miocardio. A estrutura histolégica desse 6rgao
encontrava-se dentro do padrdo, sendo visualizado numero reduzido de pequenos focos de
hemorragia, provavelmente em funcdo da homeostasia normal que visa a manuten¢do do

equilibrio do organismo (PEREIRA; BOGLIOLO, 2000).
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9 CONSIDERACOES FINAIS

Diante do que foi exposto na apresentagdo dos dados e seus respectivos
resultados, com relacdo a composi¢ao nutricional, o material analisado apresentou resultados
relevantes para aos teores de proteina bruta, fibra em detergente neutro e cinzas. Além disso,
as folhas de P. aculeata apresentaram teores de minerais bastante significativos, com
destaque para os niveis de potassio, ferro e célcio, que apresentaram teores maiores que
aqueles encontrados em alimentos convencionais mais utilizados na dieta diéria.

Com relacdo ao possivel efeito nutricional, a anélise do teor de inibidores de
tripsina demonstrou que as folhas de P. aculeata apresentaram baixos teores desses
inibidores, o que ndo comprometeu a digestibilidade das proteinas. O teor de taninos
observado também foi bastante reduzido nas folhas de P. aculeata. Dessa forma, podemos
destacar que essa atividade ndo se configura como um agente promotor de toxicidade ou de
fatores antinutricionais.

A farinha de P. aculeata ndo apresentou efeitos toxicos aos animais submetidos
ao ensaio de Up-and-Down preconizados pela OECD 425, sendo determinada a DLsy acima
de 5.000 mg/kg. Além disso, nesse mesmo ensaio, 0s animais ndo apresentaram alteracoes
comportamentais que pudessem se caracterizar como um possivel efeito ou resposta
toxicoldgica, podendo ser recomendadas utilizagdo das folhas de forma aguda.

A P. aculeata apresentou atividade hipolipidémica, hipoglicémica e redutora dos
niveis séricos de colesterol, podendo ser indicada na dieta humana para a melhoria desses
parametros bioldgicos.

Observou-se uma elevacdo nos teores de ureia e creatinina, entretanto, a elevacao
desses niveis ndo foi suficiente para que atuassem como promotores de insuficiéncia renal,
uma vez que ndo houve alteracdo histopatoldgica nesse 6rgdo. Além disso, a P. aculeata
levou a elevados teores de AST e ALT nos animais, o que evidencia que, em um periodo de
exposicdo cronica nos niveis apresentados, a presente espécie causa efeitos deletérios no
figado dos animais, em virtude também dos achados histopatolégicos para esse 6rgao.

Com base nas andlises hematoldgicas, a P. aculeata levou a reducdo moderada
nos niveis hematimétricos, indicando que essa substancia pode ocasionar uma anemia leve
nos animais estudados.

Na avaliacao histopatolégica, o figado apresentou diversas alteracdes teciduais,
apés um periodo maior de exposi¢cdo a P. aculeata, podendo ser correlacionada com a

elevagdo dos niveis das aminotranferases a niveis séricos.
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Embora tenha apresentado alteracdes a niveis bioquimicos, hematologicos e
histopatologicos, em periodo cronico, essas alteracdes ndao foram suficientes para levar os
animais a um quadro clinico severo de sintomas ocasionados por efeitos toxicos, ou até
mesmo a Obito. Diante dos resultados, recomenda-se a utilizacdo de P. aculeata em niveis
menores que 20%, em dietas por periodos cronicos.

Tais dados s@o considerados relevantes, pois abrem perspectivas para o
desenvolvimento de estratégias que utilizem a farinha de P. aculeata como fonte de proteina,

fibras e minerais para utilizacdo na alimentacado humana e animal.
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ANEXOS

Anexo 1. Artigo de revisao submetido a Revista Desenvolvimento e Meio Ambiente.

IMPORTANCIA DAS HORTALICAS NAO CONVENCIONAIS COMO FONTE
ALIMENTAR PROTEICA: ENFOQUE NA PERESKIA ACULETA MILLER

Resumo

Diante da grande biodiversidade brasileira e da utilizacdo de inimeras espécies vegetais pela
populacdo, surge a perspectiva de aproveitamento da potencialidade de algumas espécies para
fins alimenticios, com destaque para as hortalicas ndo convencionais, por possuirem grande
quantidade de nutrientes. As classes mais carentes da sociedade tendem a recorrer ao
emprego desses vegetais com mais frequéncia, devido ao seu menor poder aquisitivo e
restrito acesso a outras fontes de proteina. Durante varios anos, organizacdes nacionais e
internacionais utilizam-se dos recursos naturais para compor estratégias de seguranca
alimentar e nutricional no combate a fome e desnutricdo de populacdes mais carentes. Devido
ao seu alto teor de proteina e a presenca de outros nutrientes importantes para o
desenvolvimento pleno do organismo, as plantas do género Pereskia vém sendo utilizadas
como suplementos alimentares em varias regides do Brasil. Entretanto, hé relatos de que a
ingestdo de algumas espécies vegetais podem resultar na intoxicacdo ou no surgimento de
alteracoes metaboOlicas. Assim, faz-se necessario o avanco em pesquisas sobre as
propriedades téxicas e antinutricionais de espécies nativas e os seus efeitos no organismo
humano.

Palavras chaves: seguranca alimentar, Pereskia aculeata Miller, efeitos toxicos, suplemento

proteico

Abstract

Due to large Brazilian biodiversity and the use of numerous plant species by the population,
arises the prospect of harnessing potential of some species for food purposes, especially for
unconventional vegetables, for possessing a large amount of nutrients. The poorest classes of
society tend to use these vegetables more often, due to their lower purchasing power and
limited access to other sources of protein. For several years, national and international
organizations are using natural resources to compose food security and nutritional strategies
in the fight against hunger and malnutrition of needy populations. Due to its high protein
content and the presence of other important nutrients for the full development of the
organism, the plants of the genus Pereskia have been utilized as food supplements in various
regions of Brazil. However, there are reports that the ingestion of some plant species can
result in occurrence poisoning or the of metabolic changes. Thus, the advancement of
research it is necessary for the toxic and antinutritional properties of native species and their
effects on the human organism.

Keywords: food security, Pereskia aculeata Miller, toxic effects, protein supplementation
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1. Introducao

O Brasil é considerado o pais com a maior diversidade bioldgica do planeta, com
pouco mais de 20% da biodiversidade mundial, onde ha cerca de 43.020 espécies vegetais
possuindo as mais diversas propriedades. Esta vasta biodiversidade de vegetais se notabiliza
por possuir diversas propriedades, com destaque para a grande quantidade de nutrientes,
como por exemplo, proteinas e minerais (MMA, 2015). Entretanto, a0 mesmo tempo em que
existe uma grande diversidade de vegetais com potencial alimenticio na flora brasileira,
muito desse potencial € ainda subutilizado pelas populacdes, por serem consideradas plantas
invasoras ou daninhas. Diante desse conhecimento limitado, como uma das consequéncias, a
pequena participacdo da biodiversidade brasileira na matriz agricola nacional e na producdo
regional de alimentos (KINUPP; BARROS, 2007).

Com o avanco tecnoldgico da agricultura, a industria de alimentos passou a priorizar a
utilizagdo de culturas de maior importancia econdmica, em detrimento de um grande nimero
de espécies que podem servir como complemento alimentar para a populacio (SOUZA,
2014). Segundo dados da Organizacao das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura -
FAO, 95% dos componentes da alimentacio humana provém de 30 espécies de plantas,
sendo o arroz, milho, trigo e batata, responsaveis por contribuir com 60% da demanda
alimentar mundial (FAO, 2010).

Dessa forma, em virtude do acesso restrito por parte de algumas populacdes as
espécies convencionais mais utilizadas na dieta, seja por gargalos financeiros, comerciais ou
geograficos, a preservagdo e a utilizagdo racional dos recursos fitogenéticos nativos e locais
de comunidades agricolas de todo o mundo, em especial dos paises subdesenvolvidos, é
necessdria para a manutencdo e garantia de seguranca alimentar dessas populacdes, além de
terem como garantida a obten¢do de alimentos de forma racional e sustentavel (FAO, 2015).

Dentre os principais grupos de plantas utilizados na alimenta¢do humana, pode-ser
destacar as Hortalicas ndo-convencionais. Conceitualmente, sdo definidas como aquelas
presentes em determinadas localidades ou regides, exercendo influéncia na alimentacio de
uma populacdo tradicional. Sdo caracterizadas pelo seu excelente valor nutricional, facil
cultivo e baixo custo. Normalmente, ndo estdo inseridas dentro de cadeia produtiva como as
hortalicas domésticas convencionais. Sdo também classificadas como alimentos reguladores
ou protetores, por serem ricas em vitaminas, sais minerais e fibras, importantes para
regulacdo das fungdes do corpo e protegdo contra varios tipos de doencas. Além disso,
possuem algumas caracteristicas benéficas como: sdo leves e de facil digestdo; auxiliam na

saciedade; fornecem poucas calorias e contém carboidratos e dgua, nutrientes importantes
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para o bom funcionamento do organismo (PINTO, 1998; ROCHA et al., 2008; MAPA,
2010).

Devido ao seu baixo custo, facil disponibilidade e valor nutritivo, esses alimentos
podem ser uma alternativa para a melhoria de alguns nutrientes na dieta de pessoas de pouco
poder aquisitivo, substituindo alimentos de alto custo. Também sdo importantes para
diversificacao da dieta, melhorando a qualidade nutricional e proporcionando um estado de
seguranca alimentar (MAPA, 2010).

Dentre as Hortalicas ndo-convencionais, destaca-se a Pereskia aculeata Miller, mais
conhecida como Ora-pro-nobis. Essa espécie € considerada um excelente complemento
alimentar, em virtude dos elevados valores de proteina, fibras, cilcio e ferro, sendo muito
utilizada e apreciada na culiniria mineira (ROCHA et al., 2008).

Apesar da importancia e do potencial nutricional comprovado cientificamente das
hortalicas ndo-convencionais, ainda sdo insuficientes as iniciativas para a utilizacdo dessas
plantas para consumo humano. Levando em consideracdo que cerca de 795 milhdes de
pessoas no mundo ndo comem o suficiente para serem considerados saudaveis pela falta de
nutrientes na alimentacdo, a busca por alternativas no setor de alimentos com a utilizacdo de
alimentos ndo convencionais, atende a uma importante vertente do setor de inovacdo, uma
vez que busca suprir as necessidades nutricionais humanas de forma sustentavel a partir do
aproveitamento de alimentos oriundos da biodiversidade nacional (FAO, 2014; SOUZA,
2014).

2. Coleta de Dados

Os dados do presente trabalho foram coletados utilizando-se da literatura exposta nos
meios eletronicos, Sciece Direct, Elsevier, PubMed, Periddico Capes, Google Académico e
Portais Governamentais nacionais e internacionais. Os trabalhos incluidos nesta revisiao
foram publicados no periodo entre 1933 e 2015.

A identidade da planta pesquisada, suas respectivas variedades e propriedades, foram
cuidadosamente examinadas com base nos dados e descri¢des fornecidos nos respectivos
trabalhos consultados.

3. Desnutricao e a importancia das proteinas na alimentacio

Do ponto de vista geral, os alimentos t€m como funcdo principal fornecer nutrientes
necessarios para formacao e manutencio de células e tecidos. Uma alimentacdo equilibrada
contempla todas as necessidades nutricionais ao individuo em termos de macro e
micronutrientes, que posteriormente, irdo compor o ciclo metabodlico. Uma boa nutricao

reduz fadigas musculares, lesdes, otimizam os depdsitos de energia e garantem a satde de
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forma geral (SHERMAN; COSTILL, 1984; BROUNS et al., 1986; HASSON; BARNES,
1989).

Uma vez que a garantia de bem-estar de uma populacdo estd relacionada com o
acesso a nutrientes em boa quantidade e qualidade, a auséncia dos mesmos pode ter efeitos
devastadores. Nesse contexto, surge a definicdo de desnutri¢do e subnutri¢io, caracterizada
pela auséncia de nutrientes que acarretam no comprometimento da saide ocasionada por
uma série de fatores de natureza clinico-social, tais como, pobreza, fome, infeccdes e dietas
pobres ou inadequadas. Segundo a OMS, mesmo em uma deficiéncia nutricional moderada,
a mesma pode acarretar em sérios prejuizos a satide humana (BLOSSNER; DE ONIS, 2005;
MS, 2005; WHO, 2005). Dentre esses nutrientes, destacam-se as proteinas como um dois
mais importantes para a manutencdo dos processos vitais do organismo. Por serem fontes
secundarias de reserva energética, e constituintes de varios processos no organismo, a sua
degradacdo pode levar a um colapso fisioldgico, resultando em um estado que acarreta
morbidade e agravamento de possiveis patologias (MONTE, 2000).

Dentre as principais fungdes das proteinas estdo: atuacdo no crescimento e
manutencdo dos tecidos, formacdo hormonal, transporte de substincias, protecao
imunoldgica, catalisadores de reacdes organicas e substrato para obtencdo de energia. Além
disso, esses compostos organicos possuem funcdes de reparacdao e construcdo dos tecidos,
atua na contracdo muscular,transporte ou transferéncia de moléculas no sangue, producdo de
anticorpos, formacdo de hormonios, dentre outras funcdes (CHAVES, 1985; NELSON;
COX, 2011).

Uma vez que as proteinas exercem fungdes de suma importancia para o organismo,
em casos de fome e inseguranca alimentar, a auséncia desse nutriente pode acarretar em
desnutricdo. Essa doenca pode ser representada de varias formas, com destaque para a
Desnutricdo Proteico-caldrica (DPC), considerada o seu quadro mais grave. A DPC ¢é
caracterizada pela falta de calorias e proteinas na alimentacdo. Pode ser divida em duas
formas agudas de desnutricdo: a Wasting ou Marasmo, caracterizada pela perda de peso
rapida, juntamente com a perda de tecido adiposo e muscular, reduzindo cerca de 60% do
peso corporal; e o Edema Nutricional ou Doenca de Kwashiorkor que é causada pela
insuficiente ingestdo de proteina e representada pela perda do tecido muscular e manutengao
do tecido adiposo (DUBOWITZ, 1965; TRUSSWELL, 1981)

A Sindrome de Kwashiorkor foi descrita por volta dos anos trinta, apos observacoes
de sintomas em criancas, e € definida como o grave déficit proteico que conduz a uma

deplecdo visceral precoce de aminoécidos, afetando a fungdo celular e reduzindo o consumo
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de oxigénio. Diante disso, ela pode provocar um estado clinico de edema, hipoalbuminemia e
esteatose hepatica no organismo (WILLIAMS, 1933; MONTE, 2000). Além disso, a
Deficiéncia Proteica (DP) pode ser originada de desordem ou quadro de enfermidade
resultante de uma dieta inadequada ou nao balanceada, ou até mesmo, de uma falha na
absorcao e assimilacdo destes elementos dietéticos (HUGHES; KELLY, 2006; MALAFAIA,
2007).

Dentre os sintomas clinicos ocasionados pela DP, Vituri et al. (2008) realizaram
estudos com animais alimentados com dietas deficientes em proteinas e observaram que os
animais apresentaram uma acentuada redu¢do no consumo, o que resulta em uma perda
acentuada de massa corpdrea. Tal premissa se baseia na afirmagdo de que, por ser o tecido
muscular esquelético um reservatdrio de proteina no organismo, 0 mesmo torna-se bastante
sensivel a deficiéncia proteica (DUBOWITZ, 1965), e dessa forma, quando ha deficiéncia na
dieta, esse tecido torna-se alvo de deplecio (WATERLOW; WEISZ, 1956; OLIVEIRA et al.,
1999). No que se refere aos efeitos nos 6rgdos diante de um panorama de DP, Malafaia
(2009) observou uma reducdo significativa na massa do figado e do baco em testes realizados
com animais submetidos a dietas com DP.

Em estudo realizado por Oliveira e Angelis (2001) foram observadas reducoes de até
90% na concentracdo de albumina plasmética em camundongos Swiss alimentados com
dietas com baixo teor protéico (3% de proteinas) e com dieta aprotéica.

Além das informacdes citadas, a DP predispde a uma série de complicagcdes graves,
incluindo tendéncia a infeccdo, deficiéncia de cicatrizagao de feridas, faléncia respiratdria,
insuficiéncia cardiaca, diminuicdo da sintese de proteinas a nivel hepatico com producao de
metabolitos anormais, diminui¢do da filtracdo glomerular e producdo de suco gastrico
(JEEJEEBHOY et al., 1990).

Portanto, a auséncia de proteinas em uma dieta compromete de forma significativa o
desenvolvimento e o bem estar social de um individuo, além de submeter o organismo a uma
série de alteragdes metabdlicas, as quais se ndo diagnosticado de forma eficiente e em tempo
habil, poderdo levar ao 6bito. Dentro dessa perspectiva, a utilizacdo de plantas alimenticias
com elevados teores de nutrientes surge como possibilidade em programas de combate a
desnutrigao.

4. Seguranca alimentar e os desafios de combate a fome e desnutricao

Uma vez que a utilizacdo de plantas endémicas compde a dieta de varias populacdes

mundiais, debates sobre a garantia de alimentacdo, qualidade e acesso aos alimentos, tem se

tornado um dos principais pilares na constru¢do de estratégias de seguranca alimentar. O
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direito irrestrito a alimentacdo e a nutricdo de qualidade a todos os individuos do planeta
estdo consignados na Declaracdo Universal dos Direitos Humanos, os quais foram
posteriormente reafirmados no Pacto Internacional sobre Direitos Econdmicos, Sociais e
Culturais. Tal protocolo afirma que € dever do Estado garantir o bem estar social e o direito
a0 acesso a alimentos necessarios ao seu bem-estar e seguranca alimentar (UN, 1986).

Dentro desse contexto, surgiu o conceito de Seguranca Alimentar e Nutricional (SAN)
definido como a realizacdo do direito de todos ao acesso regular e permanente a alimentos de
qualidade, em quantidade suficiente, sem comprometer o acesso a outras necessidades
essenciais, tendo como base praticas alimentares promotoras da saide, que respeitam a
diversidade cultural e que sejam socialmente econdmica e ambientalmente sustentaveis. A
consolida¢do do conceito de SAN possibilitou o fortalecimento de iniciativas governamentais
para a elaboracdo de politicas publicas de seguranca alimentar e combate a desnutri¢do e a
pobreza extrema, principalmente a partir do ano de 2003 com a criacdo do Programa Fome
Zero e a recriacdo do Conselho Nacional de Seguranga Alimentar e Nutricional (CONSEA),
bem como politicas de protecdo social e producdo agricola (FAO, 2014).

Analisando os efeitos da desnutricdo mundial a partir de dados fornecidos pela
Organizagdo das Nacdes Unidas para Alimentacdo e Agricultura - FAO, aproximadamente
795 milhdes de pessoas no mundo ndo comem o suficiente para serem consideradas
sauddveis, ou seja, uma em cada nove pessoas permanece subnutrida. Embora o nimero de
pessoas desnutridas no mundo ainda seja bastante significativo, esse nimero sofreu uma
reducdo de 18,6% da populacdo em 1990-92 para pouco mais de 10,9% da populacdo no
periodo de 2014-16. Do contingente de pessoas com deficiéncia nutricional no mundo, cerca
de 511,7 milhdes vivem na Asia e na regido do Pacifico; 232,5 milhdes na Africa e 34,3
milhdes na America Latina e Caribe (FAO, 2015). Os impactos gerados pela fome e
desnutri¢do sdo tdo proeminentes, que os mesmos lideram a lista dos 10 maiores riscos para a
saide humana, matando anualmente mais do que a AIDS, malaria e tuberculose (UNAIDS,
2010).

Dentro do ambito nacional, o Brasil era considerado o pais da América do Sul com o
maior nimero de subnutridos, possuindo cerca de 15,6 milhdes de pessoas até meados dos
anos 2000. Porém, no ultimo levantamento realizado em 2009, esse numero era de cerca de
10 milhdes de pessoas. Esse contingente sofreu reducdo de 6,9%para 5% da populacdo
brasileira, no periodo de 2004 a 2009 (DE ONIS et al., 2004; FAO, 2014). Nos tltimos anos,

a DNP tem sofrido uma reduc¢do significativa, entretanto, essa doen¢a continua sendo um
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relevante problema da sadde publica brasileira, com destaque para a zona rural das regides
Norte e Nordeste, e a zona periférica dos grandes centros urbanos e capitais (MDA, 2010).

Dessa forma, o combate a desnutricdo e a ma distribuicdo de alimentos tem
fomentado iniciativas na busca de alternativas para tais problemas. Este entendimento tem
desencadeado decisdes internacionais para a melhoria econdmica das populagdes, através de
estratégias e programas para grupos de maior risco nutricional e fragilidade de seguranca
alimentar (WORLD BANK, 1986).

No Brasil, observa-se nos ultimos anos, um esfor¢co governamental para combate a
fome e a pobreza através de politicas de inclusdo socio-produtiva e de seguranca alimentar.
Dentre eles, pode-se citar o programa Brasil Sem Miséria, programa que envolve uma série
de acdes de fortalecimento de familias que vivem abaixo da linha da pobreza a partir do
incentivo da implementacdo de pequenas unidades produtivas familiares. Além disso, o
escopo do projeto prevé a articulagdo com outros programas de aquisicdo de alimentos e
alimentacdo escolar, para que a parte da producao familiar seja destinada a comercializa¢do
dentro da propria comunidade (MDA, 2010; MDS, 2014). Além disso, politicas
governamentais como as utilizadas pelo Instituto Nacional de Nutri¢cdo e Alimentacdo vém
consolidando medidas para a divulgacdo e indug¢do de consumo de alimentos alternativos e
ndo convencionais como estratégia no combate a desnutricdo de populacdes mais carentes
(GUIMARAES e al., 1994).

A FAO tem atuado de forma efetiva, alinhada ao plano de atuacdo semelhante a
atuacdo brasileira, em que se baseia na orientacdo a paises que possuem politicas de
combate a desnutri¢do, através do incentivo do fortalecimento do Programa Mundial de
Alimentos. Essas medidas, t€ém por natureza o estimulo ao acesso aos alimentos através de
programas locais de inclusdo sécio-produtiva, com a finalidade de incremento de alimentos
alternativos ou subutilizados, que possuam propriedades nutricionais relevantes, para que
possam ser utilizados como suplementos alimentares na dieta dessas comunidades (FAO,
2009).

5. Pereskia aculeata Miller e seu potencial como complemento alimentar proteico

Algumas espécies ja demonstraram potencialidade de garantir a seguranca alimentar e
nutricional devido a grande quantidade de nutrientes na sua composicdo. Tal utiliza¢ao
justifica-se, pois, proteinas de origem animal sdo mais caras e de dificil acesso em paises
subdesenvolvidos, fazendo-se necessaria a utilizacdo de alimentos ndo convencionais nessas
localidades para atender a demanda por fontes seguras de proteinas que possam ser incluidas

na dieta da populacdo. A utilizagdo do Concentrado Proteico de Folhas— CPF ¢ a forma mais
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usual de utilizacdo de proteina vegetal nas dietas alimentares ao redor do planeta. No mundo,
cerca de 70% das fontes de proteinas consumidas sdo de origem vegetal, e 30% de origem
animal. Apesar da fonte de origem vegetal possuir uma proteina de menor qualidade,
constituem a base alimentar da maioria dos povos, por serem ofertadas em maiores
quantidades, destacando-se as sementes oleaginosas e os cereais (GAVA, 2010).

Nesse contexto, a Pereskia aculeata Miller (Figura 1) surge como uma espécie a ser
explorada pelo fato da sua boa distribui¢do regional e propriedades funcionais. Tal espécie
tem sido atestada por pesquisadores como detentora de um grande potencial para a utilizacio
na suplementagdo alimentar, por apresentar um alto teor de proteinas. Essa planta pertence ao
reino Plantae, classe Magnoliopsida, ordem Caryophyllales, familia Cactaceae e género
Pereskia.O seu nome é origindrio do latim e significa “rogai por nés”. E conhecida
popularmente como Ora-pro-nébis, Lobrobd, Groselha-da-américa, sendo classificada como
nativa ndo endémica. Esta hortalica possui ramos com generosos espinhos, folhas suculentas,
carnosas e comestiveis, com a presenga de mucilagem, sendo utilizadas em varios pratos da
culiniria regional como farinhas, saladas, refogados, tortas e massas alimenticias, como o
macarrao, e remédios caseiros (MERCE et al., 2001; ROSA; SOUZA., 2003; DUARTE;
HAYSASHI, 2005; KINUPP, 2006; TOFANELLI; RESENDE, 2011; ALMEIDA;
CORREA, 2012; ZAPPI et al., 2012)

Esta espécie possui caracteristicas agrondmicas bastante favoraveis ao seu cultivo,
sendo uma planta rustica, vigorosa e de facil propagacdo (TOFANELLI; RESENDE, 2011),
tem baixa demanda hidrica e baixa incidéncia de doengas, além de sobreviver a longos
periodos de seca, chuvas continuas e geadas brandas. Essas caracteristicas favorecem o
cultivo doméstico como uma hortalica de baixo custo, principalmente se cultivada em regides
do pais com baixas incidéncias de chuva, como a regido Nordeste (MADEIRA; SILVEIRA,
2010; SANTOS et al., 2012).

No Brasil, ela € encontrada em quase todo o territorio nacional com predominancia
para a regiio Centro-Oeste e os estados de Minas Gerais e Bahia. E caracterizada como uma
trepadeira arbustiva que ocorre principalmente em regides aridas ou levemente aridas. Tanto
as folhas quanto os frutos sdo utilizados na culinaria e na medicina tradicional (DUARTE;

HAYSASHI, 2005; TURRA et al., 2007).
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Figura 1: Pereskia aculeata Miller

A Pereskia aculeata Miller € considerada um excelente complemento nutricional
devido ao seu alto conteido de proteinas; em média 20% de teor proteico e 85%
dedigestibilidade; fibras, ferro, calcio, sais minerais e vitaminas. Além disso, possui elevados
valores de aminoacidos essenciais, destacando-se a lisina, leucina e valina. (ROSA; SOUZA,
2003; DUARTE; HAYASHI, 2005; ROCHA et al., 2008; MAPA, 2010; SILVA JUNIOR et
al., 2010; MAZIA; SARTOR, 2012).

Silva e Pinto (2005) obsevaram em seus estudos que esta planta possui elevados
teores de proteinas (24,73%) e minerais, com destaque para o célcio, com 3.800 mg. 100 g, e
ferro (28,12 mg. 100 g). Rocha et al .(2008) em suas pesquisas com a confec¢do de macarrao
a base de folhas de Ora-pro-nébis, identificou teores de proteinas de 22,93%, fibras de
12,64%, cinzas 18,07%, lipideos 3,64%, carboidratos 36,18% e calorias de 269,16 Kcal em
100 g de matéria seca.

Outra importante propriedade nutricional é a sua alta concentracdo de ferro. Em
estudos realizados por Silva e Pinto (2005) e Takeiti et al. (2009), os autores observaram que
as folhas dessa espécie apresentavam teores de ferro variando de 14,18 a 28,12 mg por 100 g
de matéria seca. Fazendo uma correlacdo entre as concentragdes de ferro observadas pelos

dois autores, quando comparadas aos valores de alimentos tradicionais e historicamente
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notabilizados pela grande concentracio de ferro, presentes na Tabela Brasileira de
Composicao de Alimentos (TACO, 2011), observa-se que a Ora-pro-nobis possui valores

superiores a varios desses alimentos, demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Concentracido de ferro em folhas de Pereskia aculeata Miller

Alimento Teores de Fe em 100 g de MS
Ora-pro-ndbis 14,18 mg e 28,12 mg
Beterraba crua 0,3 mg

Beterraba cozida 0,2 mg
Couve manteiga refogada 0,5 mg
Espinafre refogado 0,6 mg
Figado bovino grelhado 5,8 mg
Grio de bico cru 5,4 mg
Lentilha crua 7,0 mg
Feijoes fradinho cru 5,1 mg
Feijao preto cru 6,5 mg
Feijao roxo cru 6,9 mg
Feijao carioca cru 8,0 mg

Fontes: Silva e Pinto (2005); TACO (2011); Takeiti ez al. (2009)

Outra caracteristica de destaque é a grande quantidade de lisina presente nas folhas, a
qual compde o grupo dos aminoédcidos essenciais, necessarios para producdo de proteinas.
Almeida Filho e Cambraia (1974) relataram que o teor de lisina de Ora-pro-nobis foi 23,1
vezes superior ao valor de lisina de couve e de alface, e 7,2 vezes superior ao do espinafre,
plantas reconhecidas pelo seu alto valor nutricional.

Além das grandes propriedades nutricionais ja citadas, ha vérios relatos na literatura
sobre a utilizacdo de Ora-pro-nobis no combate as mais diversas doencas. Alguns estudos
tém demonstrado que esta planta, além das propriedades apresentadas, possui caracteristicas
medicinais, atividade antitumoral, antirreumatico, antitlceras, e anti-inflamatéria (TAN et
al., 2005).

Souza et al. (2012), afirmam em seus estudos, que a ampliacdo e melhoria do uso e
conhecimento sobre plantas tradicionais, ou Hortalicas ndo-convencionais, podem contribuir
para a melhoria do padrdo nutricional, bem-estar e renda da populagao rural, além da reducdo
da extincdo das espécies do ponto de vista ambiental e cultural. Assim, devido a quantidade
relativamente grande de proteinas e outros componentes importantes, € considerada uma

alternativa para o incremento e o enriquecimento da qualidade na alimentacdo. Entretanto, ao
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mesmo tempo em que a respectiva espécie apresenta propriedades nutricionais pertinentes, a
seguridade da ingestdao desses alimentos deve ser atestada através de pesquisas cientificas.

6. Perspectivas e importancia dos ensaios de toxicidade e aspectos antinutricionais na
utilizacao da Pereskia aculeata Miller na suplementacio alimentar

Diante do exposto, apés andlise das propriedades nutricionais da Pereskia aculeata
Miller na alimenta¢do humana como fonte de suplemento alimentar para o combate a fome e
desnutricdo, surge a perspectiva da utiliza¢do de farinhas das folhas dessa espécie, por 6rgaos
governamentais, na constru¢do de estratégias de garantia de boa alimentacdo. Entretanto,
antes do desenvolvimento de produtos para tais fins, sdo necessarios testes laboratoriais para
a determinacdo de possiveis efeitos de substincias presentes nas folhas, e a sua reacdo no
organismo humano. Dentre estes testes, podemos destacar os ensaios de toxicidade aguda e
cronica via oral.

Os ensaios de toxicidade indicam o tempo ou a concentracio em que uma
determinada substancia, de um respectivo material de estudo, € potencialmente deletéria apos
0 contato ou interacdo com a membrana ou um sistema bioldgico especifico, podendo ndo
produzir um efeito adverso se a concentracdo do produto for baixa, ou o tempo de contato for
insuficiente. Ressalta-se que a concentracdo e o tempo de exposicdo estdo diretamente
relacionados (FONSECA, 1991). Desta maneira, os testes de toxicidade sdo desenvolvidos e
aplicados com os objetivos de avaliar ou prever os efeitos toxicos nos sistemas biologicos,
ap6s a exposicdo humana a determinada substincia quimica, e dimensionar a toxicidade
relativa de substincias especificas, podendo ser um medicamento, um praguicida, um agente
quimico industrial, dentre outros, utilizando, principalmente, modelos animais para este
propdsito (FORBES; FORBES, 1994; CAZARIN et al., 2004).

Maciel et al. (2002) afirma que face a importancia das propriedades toxicas que
compostos quimicos apresentam, os mesmos sO devem ser preparados se certas questdes
forem respondidas através das comprovagdes cientificas, sendo necessaria a ampliagdo dos
estudos das plantas brasileiras, principalmente nas areas de fitoquimica e etnofarmacologia.

Para a avaliagdo toxicoldgica, existem testes especificos e regulamentados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA. Segundo a Resolucdo Especial n° 90,
os estudos toxicologicos podem ser ensaios de longa duracdo ou de doses repetidas, podendo
ser subdivididos em experimentos de quatro semanas (30 dias de tratamento) ou de doze
semanas (90 dias de tratamento) via oral (ANVISA, 2004). Além da determinagdo de
propriedades tOxicas, tais testes sdo realizados para discernir sobre a seguranca e

confiabilidade do substrato, atestando a sua caracteristica atoxica. Além disso, existem oS
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protocolos internacionalmente reconhecidos e preconizados por institui¢des internacionais,
como aqueles publicados pela Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico
(Organization for Economic Co-operation and Development — OECD) que atuam na
regulacdo dos testes agudos, subagudos e cronicos através dos guias experimentais
estatisticos que atestam a confiabilidade da propriedade téxica de uma determinada
substancia com a menor utilizagdo possivel de animais a partir da curva dose-resposta
(OECD, 2001).

No ambito da utilizacdo de folhas de Ora-pro-ndbis na alimenta¢do humana e seus
respectivos efeitos no organismo, alguns autores afirmam que a mesma possui caracteristicas
atoxicas (DAYRELL; VIEIRA, 1977, MERCE er al., 2001). Santos et al. (2011) ao
realizarem um estudo com extrato etilico bruto das folhas de Ora-pro-ndbis em hemacias
humanas,observaram auséncia de atividade hemolitica, afirmando que essa planta seria
atoxica, uma vez que nao houve lise celular.

Em outro estudo realizado por Silva et al. (2012)testando a inclusdo de folhas na dieta
de ratos machos recém-desmamados, se verificou que o grupo que recebeu a planta
apresentou reducdo nos desempenhos dos testes de posi¢do e reflexo de flexdo, afirmando
com isso o autor que a utilizacdo dessa planta como suplemento alternativo pode implicar em
prejuizos no desenvolvimento de ratos na fase inicial. Nesse mesmo estudo, também se
avaliou o efeito da inclusdo de folhas na racdo comercial, como forma de substituicdo da
fonte de proteina convencional, e a restricdo parcial de proteinas na dieta sobre ganho de
peso, consumo alimentar, hematdcrito e nas proteinas plasmaticas totais. Com relacdo ao
ganho de peso, pdode-se perceber que o grupo alimentado com dieta contendo a planta ndo
conseguiu ter o mesmo ganho de peso ponderal que os outros grupos. Com relacdo as
andlises hematoliticas ndo houve influéncia. J4 com relagdo ao resultado de proteinas
plasmaticas totais, o autor observou uma reducdo significativa nesses valores nos grupos com
dieta a base da ora-pro-ndbis. Assim, para esses ensaios, 0s autores concluiram que a
suplementa¢@o alimentar com folhas de Pereskia aculeata Miller pode influenciar de forma
negativa no ganho de peso ponderal, ingestdo alimentar e concentracdo de proteinas
plasmaticas totais.

Em outro estudo mais atual realizado pela mesma equipe, s6 que em ratos fémeas,
com o objetivo de avaliar as propriedades toxicoldgicas aguda de folhas de Pereskia aculeata
Miller através da administragdo via gavagem em diferentes concentracdes (0 mg; 1250; 2500
ou 5000 mg/kg de peso corporal), ndo foi verificada alteracdo significativa nos parametros

avaliados: ingestdao alimentar, peso por animais, excre¢do fecal e reagdes clinicas e
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comportamentais. No entanto, trés animais que receberam a maior concentragdao
apresentaram diarréia 4 e 8 horas ap0s a administracdo do extrato de Pereskia aculeata,
permanecendo um ainda apds 24 horas (SILVA et al., 2014).

Embora o nimero de pesquisas e publicacdes venha crescendo nos ultimos anos,
ainda sdo escassos os estudos sobre o efeito toxicoldgico, em diferentes niveis fisioldgicos e
bioquimicos no organismo e sob diferentes periodos de exposi¢do, a partir da utilizagdo e
consumo de folhas de Ora-pro-nébis. Embora alguns autores afirmem que a respectiva
espécie possui efeitos atoxicos ou nao apresentam efeitos antinitricionais, estudos recentes
demonstram que houve alteracdes significativas em varios parametros analisados. Visto que o
uso dessa planta é bastante difundido pela populacido de algumas regides do centro do Brasil,
€ a0 mesmo tempo, apresenta propriedades significativas e relevantes com relacao a presenca
de nutrientes que possam ser utilizados como estratégia de combate a DNP, existe a
necessidade de executar estudos de toxicidade acerca de preparacdes de produtos para a

possivel utiliza¢do no consumo humano.

7. Consideracoes Finais

Conforme pdde ser observado, o Brasil é o pais com a maior fitodiversidade do
mundo e detentor de uma grande riqueza natural. Dessa forma, a identificacdo das espécies
nativas, catalogacido e a realizacdo de estudos para a determinacdo de suas propriedades,
possibilitam a construcio de programas e estratégias de combate a desnutricdo. Tais
informacdes sdo importantes pois possibilitam a difusdo de uma maior utilizacdo na matriz
nutricional, desde que as suas propriedades, principalmente as antinutricionais e tdxicas,

sejam atestadas por pesquisas cientificas.
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Anexo 2. Certificado de aprovacgdo do projeto de pesquisa “Avaliagdo de possiveis alteracdes
metabdlicas em camundongos submetidos a uma dieta cronica de suplementacdo alimentar
com Pereskia aculeata Miller” pelo CEPA/UFC.

Universidade Federal do Ceara
Comissio de Ftica no Uso de Animais — CEUA
Rua: Coronel Wunes de Melo, 1127 Radalto Teafilo
Cep: 60430-270 Tortaleza-CE

CERTIFICADD

Certificamos que o projete fatindads "AVALIACAOQ DE POSSIVEIS
ALTERACQOES METAROLICAS EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS A UMA
DIETA CRONICA DE SUPLEMENTACAO ALIMENTAR COM TERESKIA
ACULEATA MILLER®, protocolo n® 092016, sob responsabilidade da Profa. Dra.
Juliang Tales de Hollanda Celestino, gue envolve a produogino, manulengiio efou
ulilivacan pertencentes ao fila Chordata, subfilo Vertebrara (exceto o homem), para
fins de pesquisa cientifica - encontra-se de acardo com o3 preceitos da Tei n®l 1.794,
da 8 de outubro de 2008, do Deocreto 6899 de 13 de julho de 2009, & com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCLA)
@ fol adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentaciio Animal (CORBEA), [
aprovado pela Comissdo de Ftica no Uso de Animais (CEUA-UFC) da Universidade
Federal do Ceard, em rouniio em 06 de  jushe de 2016

Vigénecla do projeto OL/12/2015 a 30/06/2016
Espécie/Linhagem | Camundonge heterogénico Swiss
N° d¢ Animais ) 135 — e
Peso/ldade 25-352 /12 dias
| Sexo Machos / Fémeas
| Origem - | Biotério Central da UFC

Fortalews, 06 de junho de 2016

5 L
 Prof. Dt t igo Siqueira
Coordenador do CEUA - UFC ;
UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
RODRIGH IGSE BEZERRA DE SHIUEIRA
COORUEYABOR DA COMISSAGOF ETLA E DR USE LR
SUMAE . CEERUFC - Mabrcute Stape: 15T
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Anexo 3. Concentracdo plasmatica de glicose, colesterol total, triglicerideos, ureia,
creatinina, globulina, proteinas totais, albumina, AST e ALT dos camundongos apds o
tratamento didrio consecutivo por 30 dias com rag¢do padrdo e farinha de folhas de P.
aculeata. Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro
padrio da média (EPM), dos grupos experimentais tratados com rac¢do padrio (CN), 5%
(FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% de inclusdo de farinha de P. aculeata (FPA 20%) -

(ANOVA com pos-teste de Tukey).

GRUPOS EXPERIMENTAIS
PARAMETROS
BIOQUfMICOS CN FPA 5% FPA 10% FPA 20%
Média £ E.P.M Média + E.P.M Média + E.P.M Média + E.P.M
Glicose (mg/dL) 188,80 + 8,95 163,50 + 5,83 172,00 £0,78 115,30 £ 1,64
Colesterol Total
126,00 + 3,98 116,00 2,74 118,70 £2,27 117,30 0,68
(mg/dL)
Triglicerideos
208,00 £ 13,72 116,50 £ 7,73 168,70 £5,26 115,30 £ 0,75
(mg/dL)
Ureia (mg/dL) 45,60 = 3,13 35,00 = 0,69 32,00 £0,29 34,67 £ 0,45
Creatinina (mg/dL) 0,45 0,02 0,42 + 0,00 0,44 + 0,00 0,44 + 0,00
Globulina (U/L) 1,08 £ 0,03 1,00 £ 0,0 1,46 £ 0,08 0,86 £ 0,01
Proteinas Totais
3,88 £ 0,05 3,70 £ 0,02 4,00 0,07 3,53 £0,01
(g/dL)
Albumina (g/dL) 2,80+ 0,02 2,70 £ 0,02 2,66 = 0,01 2,53 +0,01
AST (U/L) 79,60 + 4,87 67,50 £ 0,75 70,67 £ 1,53 52,67 £0,62
ALT (U/L) 32,80+ 1,21 27,00 + 0,86 34,67 0,17 24,00 £0,78
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Anexo 4. Concentracdo plasmatica de glicose, colesterol total, triglicerideos, ureia,
creatinina, globulina, proteinas totais, albumina, AST e ALT dos camundongos apds o
tratamento didrio consecutivo por 90 dias com racdo padrdo e farinha de folhas de P.
aculeata. Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro
padrio da média (EPM), dos grupos experimentais tratados com rac¢do padrio (CN), 5%
(FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% de inclusdo de farinha de P. aculeata (FPA 20%) -
(ANOVA com pos-teste de Tukey).

GRUPOS EXPERIMENTAIS
PARAMETROS
BIOQUfMICOS CN FPA 5% FPA 10% FPA 20%
Média £ E.P.M Média + E.P.M Média + E.P.M Média + E.P.M

Glicose (mg/dL) 151,00 £ 2,74 138,40 + 2,65 122,40 = 5,94 119,20 + 4,15
Colesterol Total

125,00 + 7,43 110,00 £ 0,78 109,2 £2,12 92,60 + 3,42
(mg/dL)
Triglicerideos

184,00 + 19,93 112,80 £ 5,17 142,80 = 8,37 115,00 £ 6,01
(mg/dL)
Ureia (mg/dL) 46,40 £ 1,61 36,20 = 1,43 41,20 £ 0,70 48,20 + 1,17
Creatinina (mg/dL) 0,51 £0,01 0,78 +£0,12 0,92 +0,13 1,63 £ 0,09
Globulina (U/L) 2.14 £ 0,06 1,82 £0,08 1,92 £ 0,02 1,98 = 0,00
Proteinas Totais

4,96 = 0,09 448 £0,11 4,76 £ 0,05 4,62 + 0,06

(g/dL)
Albumina (g/dL) 2,82 +0,03 2,64 +£0,01 2,84 + 0,03 2,66 +0,19
AST (U/L) 67,40 £ 3,21 68,00 = 3,20 71,60 £ 1,79 110,0 £ 5,11
ALT (U/L) 31,00 + 2,39 28,80 £ 2,18 37,60 = 2,05 49.80 + 5,06
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Anexo 5. Leucograma de camundongos ap6s o tratamento consecutivo por 90 dias com rac¢ao
padrdao e farinha de folhas de P. aculeata em diferentes niveis. Os resultados dos grupos
experimentais (n=10) foram expressos como média * erro padrao da média (EPM) no
Controle negativo (CN), 5% (FPA 5%), 10% (FPA 10%) e 20% de inclusdo de farinha de P.
aculeata (FPA 20%) - (ANOVA com pds-teste de Tukey).

GRUPOS EXPERIMENTAIS
PARAMETROS

HEMATOLOGICOS CN FPA 5% FPA 10% FPA 20%
Média= EP.M Média+ E.P.M  Média+ EP.M Média + E.P.M

Leucécitos (10°/pL) 527,40 £21,90 420,00 + 30,88 305,20 £ 17,51 299,60 + 24,57
Neutréfilos (10°/uL) 12,80 £ 1,12 6,00 = 0,74 11,80 £ 0,98 6,20 = 0,56
Linfécitos (10%/pL) 85,20 £ 1,64 92,20 + 0,88 88,00 £ 0,91 93,80 £ 0,56

Anexo 6. Massa absoluta dos 6rgdos figado, rins, coracio, estdomago e baco de camundongos
apos o tratamento consecutivo por 30 dias com farinha de P. aculeata nos diferentes niveis de
inclusdo, Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro
padrao da média (EPM) - (ANOVA com pos-teste de Tukey).

GRUPOS EXPERIMENTAIS
ORGAOS (g) (30 dias)
CN FPA 5% FPA 10% FPA 20%
Média + EP.M  Meédia + EP.M Média + EP.M Média + E.P.M
Figado 1,05 0,07 1,14 + 0,05 1,18 £0,09 1,57 £ 0,09
Rins 0,35 + 0,05 0,39 + 0,00 0,35 + 0,01 0,40 + 0,02

Coracao 0,18 +£0,03 0,15+0,01 0,14 £ 0,00 0,16 + 0,01
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Anexo 7. Massa absoluta dos 6rgdos figado, rins, coracao, estbmago e baco de camundongos
apos o tratamento consecutivo por 90 dias com farinha de P. aculeata nos diferentes niveis de
inclusdo, Os resultados dos grupos experimentais (n=15) foram expressos como média * erro
padrdao da média (EPM) - (ANOVA com pos-teste de Tukey).

GRUPOS EXPERIMENTAIS
ORGAOS (g) (90 dias)
CN FPA 5% FPA 10% FPA 20%
Média = EP.M  Meédia + EP.M Média + EP.M Média + E.P.M
Figado 1,39 + 0,08 1,31 = 0,08 1,07 +0,16 1,12 0,05
Rins 0,40 0,02 0,47 + 0,02 0,38 + 0,02 0,39 0,02

Coracao 0,19 £0,00 0,19 £0,00 0,14 0,00 0,15 +0,00




