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RESUMO

A planta Perskia aculeata, Miller, conhecida no Brasil como ora-pro-nobis,
possui elevados teores de proteina, fibras dietéticas totais, minerais e
vitaminas. O presente estudo buscou avaliar o crescimento e o0
desenvolvimento de ratos tratados com dietas contendo a planta Pereskia
aculeata, Miller e restricdo de proteina. Foram utilizados 24 ratos machos,
recém desmamados da linhagem Wistar. Os animais foram divididos em 4
grupos de dieta: padrao de caseina; restricdo total de proteina; substituicdo de
caseina por 40% de Pereskia aculeata e restricdo de 40% de proteina. Avaliou-
se 0 crescimento por meio da qualidade protéica com os testes de Coeficiente
de Eficiéncia Protéica (PER), Raz&o Protéica Liquida (NPR) e Digestibilidade
Verdadeira. Ja para a analise do desenvolvimento foram realizados os testes
de esquiva inibitéria, reconhecimento de objetos, testes de reflexo e
locomocédo. Os resultados demonstram que o grupo que teve restricdo de 40%
de proteina apresentou valores maiores de Coeficiente de Eficiéncia Protéica e
Razdo Protéica Liquida quando comparados ao grupo padrao (p<0,01). Porém,
guando analisado o ganho de peso, 0s animais com restricdo protéica tiveram
menor ganho ponderal que os do grupo padrdo (p<0,01). Ja o grupo que
recebeu a Pereskia aculeata, Miller apresentou menor ingestdo alimentar e
maior excrecdo fecal quando comparado com o grupo padrao (p<0,05). Por
isso, também revelou menores valores de Coeficiente de Eficiéncia Protéica e
Razdo Protéica Liquida (p<0,01). Além disso, a Digestibilidade Verdadeira
também foi significativamente menor que o grupo padrdo (p<0,01), fato
provavelmente explicado devido ao alto teor de fibras da planta. Enquanto que
os testes de desenvolvimento evidenciaram que as dietas com restricdo de
40% de proteina e contendo a planta Pereskia aculeata ndo interferiram na
memoria dos animais (p>0,05). Entretanto o grupo que recebeu a planta
apresentou prejuizo em alguns testes de reflexo (p<0,05). Conclui-se que a
restricio de 40% de proteina promoveu menor ganho ponderal quando
comparado ao grupo padrdo, porém sem alteragcbes nos testes de
desenvolvimento. E ainda, que a planta Pereskia aculeata, Miller é efetiva no

desenvolvimento cognitivo e exploratério, mas apresenta déficits em alguns



testes de reflexos. Por outro lado, ndo possui boa digestibilidade e né&o
promove o crescimento adequado de ratos recém desmamados.

Palavras-chave: Ora-pro-nobis, ratos, qualidade protéica, desenvolvimento.
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1. TITULO
Avaliagdo do crescimento e desenvolvimento de ratos tratados com

Pereskia aculeata, Miller.

2. INTRODUCAO

Pereskia aculeata, Miller € uma planta que pertence a familia das
Cactaceaes e se distribuem em diversas partes do mundo. No Brasil ela &
conhecida como ora-pro-nobis e é distribuida desde o estado do Rio Grande do
Sul até o estado da Bahia (TAKEITI et al., 2009). E uma planta perene, com
caracteristicas de trepadeira, mas pode crescer sem a presenca de anteparo,
com folhas suculentas e lanceoladas. As flores sdo pequenas e brancas. Os
frutos sdo pequenas bagas amarelas. No caule ha a presenca de aculeos
(falsos espinhos), que nos ramos mais velhos crescem aglomerados (BRASIL,
2010).

Nos ultimos anos tem-se realizado alguns estudos com diferentes espécies
de Pereskia, como avaliagdo da atividade citotoxica da Pereskia bleo (MALEK
et al., 2009); analise do contetdo fendlico e da atividade antioxidante de
Pereskia grandifolia (SHIN; MALEK; WAHAB, 2010); e especificamente sobre
Pereskia aculeata se tem estudos referentes ao seu teor de carotendides —
luteina — (NACHTIGALL et al., 2007), estudos anatdmicos sobre folha e caule
(DUARTE; HAYASHI, 2005), seu potencial na agricultura familiar (SOUZA et
al., 2009), avaliagéo do seu teor nutritivo (TAKEITI et al., 2009), dentre outros
(MERCE et al., 2001; PATERSON; VALENTE et al. 2007; DOWNIE; HILL,
2009).

A Pereskia aculeata possui folhas suculentas e comestiveis, podendo ser
usada em varias preparacdes, como farinhas, saladas, refogados, péaes, tortas
e massas alimenticias (ROCHA et al., 2008). Além da alimentacédo, a planta
pode ser utilizada como planta ornamental e cultivada para fins de producéo de
mel pelos apicultores, pois apresenta floracao rica em pdlen e néctar (BRASIL,
2010).

Estudos revelam que a ora-pro-nobis possui elevados teores de proteina
(28,49/1009), fibras dietéticas totais (39,19/100g), minerais, principalmente

ferro, célcio, magnésio, manganés e zinco, e vitaminas, A, C e Acido félico. A
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avaliacdo do teor de Aminoacidos evidenciou que essa planta possui o
triptofano como o aminoacido mais abundante e lisina e metionina como os
aminoacidos limitantes (TAKEITI et al., 2009).

A ora-pro-nobis € considerada uma hortalica ndo-convencional e, como a
maioria delas, ainda apresenta um numero limitado de estudos que comprovem
cientificamente suas propriedades. Por isso, faz-se necessario o conhecimento
técnico sobre cultivo, componentes quimicos, atuacado in vivo, etc. de plantas
tradicionais de uso popular (SOUZA et al., 2009).

3. JUSTIFICATIVA

A Pereskia aculeata, Miller é uma planta com elevado teor de proteina,
fibras e micronutrientes, que ja é utilizada na culinaria em diversas regides do
pais e que possui um facil cultivo. Porém, ndo se tem dados da eficicia da sua

proteina no crescimento e desenvolvimento de ratos.

4. HIPOTESE
A dieta contendo 40% de Pereskia aculeata, Miller e 60% de caseina
promovera o crescimento e desenvolvimento de ratos semelhante ao dos ratos

gue receberdo a dieta contendo somente caseina como fonte protéica.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo Geral

Avaliar a dieta contendo a planta Pereskia aculeata, Miller como
complemento alimentar na promocdo do crescimento e desenvolvimento

cognitivo de ratos.

5.2. Objetivos especificos

Analisar a composicao centesimal da planta e das dietas;
Avaliar o crescimento dos ratos por meio de:

= Ganho de peso;

=  Consumo alimentar;
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= Célculo de Coeficiente de Eficiéncia Protéica e Razao Protéica Liquida;

Avaliar a digestibilidade;

Avaliar o desenvolvimento cognitivo por meio de:

» Testes de memoria;

» Testes de locomocéo;

» Testes de reflexo.

Determinar o conteudo de minerais;

Determinar a absorcéo aparente relativa de ferro e zinco;
Avaliar a biodisponibilidade relativa de ferro e zinco;
Analisar a disponibilidade de Ferro in vitro;

Determinar o conteudo de fendis totais da planta.

6. MATERIAIS E METODOS

6.1. Materiais

Dieta AIN padrdo para ratos em crescimento AIN-93G
Folhas de Pereskia aculeata secas e trituradas
Gaiolas metabdlicas

Balanca

Caixa de condicionamento automatizada

Caixa de madeira

Pecas de Lego

Animais para experimentagdo: 24 ratos machos Wistar, recém

desmamados, da cepa do Biotério da Universidade Federal de Pelotas, RS.

6.2. Métodos
6.2.1. Delineamento Experimental

O experimento conta com 4 tratamentos, 6 repeticdes e 11 avaliagdes, ou

seja, 264 determinacoes (tabela 1).
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Tabela 1. Delineamento experimental para avaliacdo bioldégica de Pereskia

aculeata, Miller

N° de
Tratamentos Variaveis independentes o Variaveis dependentes
animais
1 Controle (AIN-93G) 6 PER, NPR
2 ' 6 Digestibilidade
Aproteico
Memoria, Locomocéo e
3 60% caseina e 40% 6
_ Reflexo
Pereskia aculeata
Absorcao aparente e
4 60% Caseina 6 biodisponibilidade de

ferro e zinco

6.2.2. Processamento da amostragem

6.2.2.1. Obtencao e Processamento da Pereskia aculeata Miller

A planta Pereskia aculeata Miller sera obtida do municipio de Canelinha-
SC, por meio de uma parceria firmada com a Empresa Brasileira de Pesquisas
Agropecuarias (Embrapa Clima Temperado). As plantas serdo lavadas em
agua corrente e secas em estufa com circulacdo de ar forcada a 30°C por 72
horas. Sera realizada analise quimica de teor de umidade, proteina bruta,
extrato etéreo e de cinzas de acordo com a metodologia indicada pela
Association of Official Analitical Chemists (AOAC, 1995).

6.2.2.2. Dietas Experimentais

As dietas administradas aos animais serdo formuladas conforme o padréo
recomendado pelo American Institute of Nutrition AIN-93G (REEVES;
NIELSEN; FAHEY, 1993) para ratos em crescimento, com modificagdo na fonte
de proteina, sendo todas isocaldricas. O grupo controle (GC) recebera a dieta
AIN-93G sem nenhuma modificacdo; o grupo aprotéico (GA) recebera uma
dieta sem proteina; o grupo tratamento 1 (GT1) recebera 60% da fonte protéica
de caseina e o restante da planta Pereskia aculeata, Miller e o grupo

tratamento 2 (GT2) receberd somente os 60% de caseina, com isso, busca-se
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analisar a eficacia da planta sendo utilizada como um complemento alimentar
pelos ratos.
Serdo realizadas andlises quimicas de teor de umidade, proteina bruta,

extrato etéreo e de cinzas de acordo com AOAC (1995).

6.2.2.3. Protocolo para Ensaio Bioldgico

Serao utilizados 6 ratos por dieta que receberdo agua e racao ad libitum.
Os animais serdo mantidos em gaiolas metabolicas individuais no Laboratério
de Ensaios Biologicos da Faculdade de Nutricdo da Universidade Federal de
Pelotas. Sera controlada a temperatura e umidade relativa, 23 +1°C e 50 —
60%, respectivamente, com ciclo de claro/escuro de 12 horas.

O experimento sera realizado em 33 dias, no qual os 4 primeiros serédo o
periodo de adaptacdo. Os animais serdo pesados no 1°, 4°, 14° e no 28° dia do
experimento. O consumo da dieta serd monitorado diariamente e serdo
coletadas as fezes dos animais em duas etapas, primeiro do 11° ao 13° dias e
depois do 25° ao 27° dia de tratamento.

A eutanasia ocorrera em dois periodos, no grupo aprotéico sera realizada
no 14° dia de tratamento e nos outros animais ao fim do experimento. Para
tanto, os ratos serdo anestesiados com éter etilico e entdo decapitados. Sera
coletado sangue para posterior analise e a laparotomia para a retirada de
orgaos, dentre eles, coracdo, figado e cérebro. Apds a eutanasia 0os animais
serdo encaminhados ao Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas,

em sacos apropriados, onde entdo os mesmos serao dirigidos a incineracao.

6.2.3. AvaliagOes

6.2.3.1 Avaliagdes do crescimento dos ratos

6.2.3.1.1. Coeficiente de Eficiéncia Protéica (PER)

O Coeficiente de Eficiéncia Protéica (PER) sera determinado por meio do
método de Osborne, Mendel e Ferry, de acordo com a AOAC (1995). Este
método relaciona o ganho de peso dos animais com o consumo de proteina. O

PER sera calculado pela seguinte equacao:

Ganho de pesoy,

PER =
Proteina consumida(g)
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6.2.3.1.2. Razao Protéica Liquida (NPR)

A Razdo Protéica Liquida (NPR), que é uma modificacdo do PER, sera
determinada de acordo com Bender e Doell (1957), no 14° dia de tratamento,
levando-se em consideracdo o ganho de peso dos grupos tratamento, mais a
perda de peso do grupo com dieta aprotéica em relacdo ao consumo de
proteina dos grupos tratamento. O NPR sera calculado de acordo com a
seguinte equagao:

Ganho de peso GT1 OU GTZ,, + Perda de peso GA,

Proteina consumida )

NPR =

6.2.3.2. Avaliagcdo da digestibilidade in vivo

Para determinar a digestibilidade as fezes serdo coletadas do 11° ao 13° e
do 25° ao 27° dias de tratamento, em recipientes individuais para cada animal e
mantidas sob refrigeragdo. Ao término do experimento, as fezes serdo secas
em estufa com circulacdo de ar, a 105 °C, por 24 h. Apos resfriamento, as
fezes serdo pesadas e trituradas e sera determinada a concentracdo de
nitrogénio pelo método semimicro Kjeldahl (AOAC, 1995). A partir desse
resultado, se calculard o percentual de digestibilidade, determinando as
quantidades de nitrogénio ingeridas por meio da dieta (NI), excretada nas fezes
(NF) e a perda metabdlica fecal, estimada pela quantidade de nitrogénio
excretado pelos animais do grupo alimentado com dieta aprotéica (NFa) nos

primeiros dias de coleta das fezes.

NI — (NF — NFa)
% de Digestibilidade = N x100

6.2.3.3. Avaliacédo do desenvolvimento dos ratos

6.2.3.3.1. Testes de Memoéria

6.2.3.3.1.1. Esquiva inibitoria

O método utilizado é adaptado de Netto e Izquierdo (1985) e sera realizado
no 18° dia de tratamento. O equipamento da esquiva inibitoria consiste em uma

caixa de condicionamento automatizada, medindo 40 x 25 x 25 cm, o assoalho
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€ constituido de uma grade de barras de bronze paralelas com 1mm de
didmetro com um espaco de 1cm entre as barras, onde é possivel aplicar uma
diferenca de potencial elétrico variavel. A caixa contém uma plataforma de
madeira compensada revestida por férmica.

O método consiste em duas etapas, uma etapa de treino e uma etapa de
teste que serd realizada 24h depois do treinamento. Na etapa de treino o
animal é colocado gentilmente sob a plataforma do equipamento, e é medido o
tempo que o animal leva para descer da plataforma e colocar as quatro patas
sobre a grade abaixo da plataforma. A seguir o animal recebe descargas
elétrica intermitentes de 0,7 mA por 5 segundos. Na etapa de teste o animal é
colocado sobre a plataforma e é medido o tempo que o animal permanece
sobre a plataforma, com um limite maximo de 180 segundos. Nessa etapa 0s
animais ndo recebem descargas elétricas se descerem da plataforma. A
diferenca entre os tempos de permanéncia sobre a plataforma nas duas etapas
€ tomada como uma medida de memaria.

O teste da esquiva inibitéria reflete o tipo de memaéria emocional, que é
formada no dia-a-dia, e que nenhum outro teste é capaz de reproduzir. O
choque, ndo causa dano fisico aos animais, pois €, somente, um sinal de
adverténcia. Com o choque o animal entende que determinado local é de
acesso proibido e evita retornar ao mesmo. Este tipo de memdria € de fixacdo
rapida, fielmente reproduzivel e aceita no meio cientifico. Além disso, esse tipo
de experimento tem base etolégicasendo vivenciada por qualquer
animal (experimental ou selvagem) quando enfrenta outra espécie (predadora

ou nao).

6.2.3.3.1.2. Reconhecimento de objetos

O método utilizado seguira a proposta de Deschaux, Bizot e Goyffon (1997).
No 26° dia do tratamento os animais serdo colocados em uma caixa de
madeira de tamanho 40 x 50 cm e com altura de 50 cm, com uma parede de
vidro frontal, que estara localizada em uma sala com baixa iluminacdo. Os
animais terdo 2 minutos para habituacdo ao ambiente o qual estara sem
objetos. 24 horas apds o periodo de exploracdo ocorrerd o treinamento,
durante 5 minutos, no qual os animais serdo colocados individualmente na

caixa contendo 2 objetos idénticos (Al e A2 brinquedos Lego) posicionados em
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cantos opostos a 10 cm das paredes. A exploracdo sera definida como cheirar
ou tocar o objeto com 0 nariz ou patas dianteiras. A sessdo de teste ocorrera
24h apo6s o treinamento, em que o0s ratos poderdo explorar a caixa por 5
minutos na presenca de um objeto ja conhecido (A) e um objeto novo (B).
Todos os objetos utilizados possuirdo tamanho, cor e textura semelhantes,
porém formas distintas. Ap6s o treinamento e teste 0s objetos serdo limpos
com etanol 10% para descartar cheiros ou residuos. O indice de
reconhecimento sera calculado para cada animal segundo Lima et al. (2005)
gque é expresso pela taxa de TB / (TA + TB) [TA = Tempo em explorar o objeto

familiar A; TB = tempo gasto na exploragéao do objeto novo B.

6.2.3.3.2. Testes de Reflexo
Todos os testes de reflexo serdo adaptados de Rhodem, E. e Rhodem, C.

(2006) e realizados no 13° e no 23° dias de tratamento.

6.2.3.3.2.1. Reflexo de flexéo

O animal ser& erguido gentilmente pela pele da regido dorsal e uma agulha
hipodérmica sera colocada em contato com uma das patas. A resposta
imediata é a retirada do membro e a flexdo é momentaneamente mantida. O

teste sera repetido nos outros membros e se observara alguma assimetria.

6.2.3.3.2.2. Reflexo de preenséo palmar
O animal sera colocado em posi¢cédo suspensa e sera encostado levemente
a palma com um fio rigido. A tendéncia é que o animal flexione os dedos ao

redor do fio.

6.2.3.3.2.3. Reflexo postural
O animal ser& posicionado em decubito dorsal em uma superficie plana. A

tendéncia imediata € de assumir a posi¢do habitual ereta.

6.2.3.3.3. Teste de locomocéo

O método sera adaptado de Creese; Burt e Snyder (1976) e Linck et al
(2009) no qual os animais no 11° dia de tratamento serdo colocados em uma
caixa de madeira de tamanho 40 x 50 cm e com altura de 50 cm. A caixa tera
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uma parede de vidro frontal e o chdo serd previamente marcado por 20
divisdes de tamanho 10 x 10 cm. A caixa estara localizada em uma sala com
baixa iluminacdo. Os ratos seréo colocados individualmente no centro da caixa
e durante 5 minutos se contara quantos quadrantes cada rato ir4 cruzar e se

ele se deslocara pelo centro ou pelas extremidades da caixa.

6.2.3.4. Determinacdo do conteudo de minerais

Sera determinado o conteddo de Ferro e Zinco da planta, dieta, figado e
fezes, no qual serdo calcinados até o término do desprendimento de fumaca.
Posteriormente transferidas para o equipamento mufla a 500°C por 48 horas.
Ao contetdo de cinzas resultantes sera adicionado 0,5 mL de acido nitrico,
com aquecimento até secagem. A solubilizacdo da amostra adicdo de 2,5 mL
de acido nitrico diluido em agua destilada (25%), em aquecimento. As
amostras serao filtradas em papel livre de cinzas e diluidas a 100 mL com 4gua
destilada.

Os minerais ferro e zinco serdo determinados por meio de leitura em
espectrofotometro de absorcao atbmica, conforme descrito por Domene (1996)
e AOAC (1995).

6.2.3.5. Determinacao da absorcédo aparente relativa de ferro e zinco
A absorcdo aparente relativa dos minerais sera determinada pelo célculo
da quantidade ingerida destes minerais e a excrecdo fecal em relacdo a

ingestao [(Ingestdo — Excrecao Fecal) ~Ingestédo] x 100 (SOUZA, 2002)

6.2.3.6. Avaliagdo da biodisponibilidade relativa de ferro e zinco

A biodisponibilidade relativa para o zinco sera estimada a partir da razao
entre o ganho de peso e o0 consumo de zinco; considerando como tendo 100%
de biodisponibilidade a razéo obtida para o grupo controle (SOUZA, 2002).

Para avaliar a biodisponibilidade de Ferro sera coletado o figado e

determinado a dosagem desse mineral no érgao.

6.2.3.7. Andlise da disponibilidade de Ferro in vitro
Para verificar a disponibilidade de Ferro da planta se realizard uma analise

in vitro seguindo o método proposto por Miller et al. (1981), que se fundamenta
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na simulacdo das etapas de digestdo humana com pepsina e pancreatina,
seguida da dialise do ferro (MW cut off 6000 — 8000) que é liberado dessa
matriz alimentar. O procedimento conta ainda com as seguintes etapas:
acidificacdo do homogenato até pH 2, digestdo com pepsina, alcalinizacdo do
digesto (pH 7), digestdo com pancreatina/bile e dialise (MILLER et al., 1981).

Os dados obtidos serdo expressos como percentuais de ferro biodisponivel.

6.2.3.8. Determinacao do conteudo de fendis totais da planta

A determinacao do teor de fendis totais presentes nas plantas sera feita por
meio de espectroscopia com modificagbes do método proposto por Folin—
Ciocalteu (BONOLI et al.,, 2004). Seréo produzidos extratos de etanol com a
planta seca que posteriormente serdo dissolvidos em metanol e acrescidos do
reagente de Folin-Ciocalteu. A absorbancia tera como o “branco” o metanol e
todos os reagentes, menos o extrato. O teor de fendis totais serd determinado
por interpolagdo da absorbancia das amostras contra uma curva de calibragcdo

construida com padrdes de acido galico.

6.2.4. Consideracdes éticas
O presente projeto serd submetido a aprovacgéo ética do Comité de Etica

de Pesquisas Experimentais da Universidade Federal de Pelotas.

6.2.5. Andlise estatistica

Os resultados serdo submetidos a analise de varidncia ANOVA. Os testes
de memodéria serdo analisados pelo Kruskal-Wallis seguido de Mann-Whitney
guando necessario. E para a analise de amostras dependentes sera usado o
teste de Wilcoxon. Considerar-se-a o nivel de significancia 5% nos testes

estatistico de Tukey.
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7. CRONOGRAMA

Atividade Dez | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul | Ago | Set | Out | Nov | Dez
Revisdo da
_ X X X X X X X | X | X | X | X X X
Literatura
Qualificacao X
Processamento da
X X X
planta
Experimento X | X
Andlise de dados X | X
Elaboracéo da
_ ) X | X | X
Dissertacéo
Defesa
. B X
Dissertacao
8. ORCAMENTO
Item Quantidade Valor total
Caseina 1 kg R$ 153,00
Maltodextrina 2 kg R$ 15,80
Amido de milho 3 kg R$ 29,46
Arroz 1 kg R$ 1,98
Feijao 1 kg R$ 2,95
Sacarose 1 kg R$ 1,89
Oleo de soja 1t R$ 2,15
Folha de papel A4 3.000 fl R$ 77,76
Tonner 1un R$ 181,15
Luva para procedimentos 600 un R$ 59,10
Total R$ 525,24

Obs.: Alguns itens nao foram listados acima devido a auséncia de

orcamento até o presente momento.
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A determinacdo do conteudo, absor¢éo e biodisponibilidade de minerais,
bem como a determinacdo de antioxidantes, que foi prevista no projeto, nao

pode ser realizada até o presente momento devido a dificuldades de recursos.
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ARTIGO 1

QUALIDADE PROTEICA DE DIETAS COM Pereskia aculeata, Miller E RESTRICAO
DE PROTEINA EM RATOS

Este artigo, apos a defesa, sera encaminhado a Revista de Nutricdo.
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ARTIGO 2

COMPARACAO ENTRE AS DIETAS CONTENDO Pereskia aculeata, Miller
E RESTRICAO PROTEICA NO DESENVOLVIMENTO DE RATOS WISTAR.

O artigo a seguir, apos a defesa sera traduzido para a lingua inglesa e

encaminhado a revista Behavioural Pharmacology.
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