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RESUMO

BIANCO-GOMES, ANA CAROLINA, D.Sc, Universidade Vila Velha — ES, julho de 2024.
ORA-PRO-NOBIS (Pereskia aculeata Miller): AVALIACAO DA COMPOSICAO FiSICO-
QUIMICA, BIOATIVA E DO POTENCIAL FUNCIONAL EM MULHERES COM SOBREPESO.
Orientadora: Denise Coutinho Endringer.

Esta tese apresenta uma breve revisdo do conceito e caracteristicas de Plantas
Alimenticias Nao Convencionais (PANCs), associando-a as caracteristicas
nutricionais, fisico-quimicas e potenciais bioativos da Ora-pro-nébis (OPN), além
disso, apresenta um resumo sobre metabolismo vegetal e metabdlitos secundarios. O
primeiro artigo consiste na avaliacéo fisico-quimica e bioativa de folhas de OPN em
diferentes tamanhos e tempos pdés-colheita, utilizando analises de composicao
centesimal, de atividade antioxidante pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP e de
compostos bioativos (polifendis e flavonoides). Este primeiro artigo conclui que folhas
maiores e frescas possuem maior valor nutricional e potencial funcional, ressaltando,
contudo, que o consumo de folhas até a terceira semana pés-colheita € recomendado,
visto que as perdas nutricionais ndo devem ser relevantes quando associadas ao
habito alimentar. O segundo artigo tem como objetivo avaliar o consumo de farinha de
OPN na saude de mulheres com sobrepeso, avaliando parametros bioquimicos e
antropométricos. O ensaio clinico possuiu dura¢do de 12 semanas, promovendo o
consumo diario de 20g de farinha entre os grupos teste (Ora-pro-nobis) e controle
(Couve), seguido de crossover, totalizando 24 semanas ao todo. Os resultados
indicam que a farinha de OPN apresenta potencial antioxidante, pela presenca de
compostos bioativos, como acido galico e rutina. Seu consumo ndo alterou
significativamente o padréo alimentar de mulheres com sobrepeso e néo foi capaz de
alterar significativamente parametros antropométricos e bioquimicos avaliados. Séo
necessarios mais estudos gque avaliem a acdo da OPN como simbidtico na saude
humana. Este trabalho traz resultados inéditos, ndo publicados até o momento e abre
espaco para futuras pesquisas que avaliem a influéncia da atuacao conjunta entre

outros compostos bioativos no emagrecimento e na saude global de mulheres.

Palavras-chave: Ora-pro-nobis; Couve; Compostos bioativos; Alimentos funcionais;

Armazenamento; Emagrecimento



ABSTRACT

BIANCO-GOMES, ANA CAROLINA, D.Sc, University of Vila Velha — ES, july, 2024.
ORA-PRO-NOBIS (Pereskia aculeata Miller): EVALUATION OF
PHYSICOCHEMICAL AND BIOACTIVE COMPOSITION AND FUNCTIONAL
POTENTIAL IN OVERWEIGHT WOMEN. Advisor: Denise Coutinho Endringer.

This thesis presents a brief review of the concept and characteristics of Non-
Conventional Food Plants (NCFPs), associating them with the nutritional,
physicochemical and bioactive potential characteristics of Ora-pro-nébis (OPN). In
addition, it presents a summary of plant metabolism and secondary metabolites. The
first article consists of the physicochemical and bioactive evaluation of OPN leaves in
different sizes and post-harvest times, using analyses of centesimal composition,
antioxidant activity by the DPPH, ABTS and FRAP methods and bioactive compounds
(polyphenols and flavonoids). This first article concludes that larger and fresh leaves
have greater nutritional value and functional potential, emphasizing, however, that the
consumption of leaves up to the third week post-harvest is recommended, since
nutritional losses should not be relevant when associated with dietary habits. The
second article aims to evaluate the consumption of OPN flour in the health of
overweight women, evaluating biochemical and anthropometric parameters. The
clinical trial lasted 12 weeks, promoting the daily consumption of 20g of flour between
the test (Ora-pro-nobis) and control (Cabbage) groups, followed by crossover, totaling
24 weeks in total. The results indicate that OPN flour has antioxidant potential, due to
the presence of bioactive compounds, such as gallic acid and rutin. Its consumption
did not significantly alter the eating pattern of overweight women and was not able to
significantly alter the anthropometric and biochemical parameters evaluated. Further
studies are needed to evaluate the action of OPN as a symbiotic in human health. This
work brings unprecedented results, unpublished to date, and opens space for future
research to evaluate the influence of the joint action of other bioactive compounds on

weight loss and overall health of women.

Keywords: Ora-pro-nobis; Cabbage; Bioactive compounds; Funcional foods; Storage;

Weight loss.



1. FUNDAMENTACAO TEORICA
1.1 Plantas alimenticias ndao convencionais (PANCs)

E previsto que a populacdo mundial alcance 10 bilhdes de habitantes até 2050
(FAO et al., 2019) e, neste contexto, sabe-se que sera exigido um aumento da oferta
de alimentos, a fim de suprir a demanda populacional. Contudo, sabe-se também que
iISso ndo pode ser alcancado exclusivamente pela expansao e aumento da agricultura
industrial, devido as questbes ambientais relacionadas a biodiversidade e
desmatamento (ULIAN et al., 2020). Considerando que a fome e a inseguranca
alimentar j& sdo uma questao de saude publica, se reforca a necessidade de pensar
em alternativas eficazes no combate a este problema, sem comprometer a questéo
ambiental (FAO et al., 2019).

Outro fator de risco para a seguranca alimentar € observado pelo fato de que
60% das calorias e proteinas obtidas pela populacdo na ingestdo de plantas é dada
por apenas 3 alimentos (arroz, trigo e milho). Tal fator predispfe a inseguranca
alimentar tanto pela alta demanda de produtividade, quanto pelos danos aos solos,
causados pela monocultura (BRIONES ALONSO; COCKX; SWINNEN, 2018). Vale
ressaltar ainda que a populacdo mundial utiliza, aproximadamente, de 150 a 200
espécies de plantas comestiveis, quando o planeta Terra dispde de aproximadamente

300 mil espécies de plantas comestiveis conhecidas (PEREIRA et al., 2023).

Alimentos sustentaveis sdo os alimentos que, além de fornecer nutrientes e
compostos bioativos, também atenuam o impacto ambiental, que é geralmente
causado pela monocultura tradicional. Dessa forma, sdo alimentos que além de
benéficos a salde do consumidor, impulsionam a economia e favorecem o meio
ambiente (MARTINS et al., 2022). Neste contexto, as plantas silvestres podem ser
uma alternativa viavel do ponto de vista econémico, pois séo facilmente cultivadas, e
resistentes a situagbes de estresse como seca, submersdo e ataques de pragas
(PAUL et al., 2011).

Segundo Lima et al. (2021), Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANCS)
sdo um grupo de plantas que, geralmente, ndo sdo consumidas, porém Ssao
consideradas alimentos por possuirem uma ou mais partes com potencial para

nutricdo humana. Tais plantas possuem propriedades nutricionais, bioativas e baixa
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toxicidade. Anacleto et al. (2018) relata que, tais plantas possuem importancia do
ponto de vista do orcamento familiar e da economia local, pois podem ser uma
ferramenta para garantir a seguranca alimentar da populacdo, em especial, das
familias de agricultores, devido ao seu potencial produtivo e aos valores nutricionais.
As PANCSs séo boas alternativas alimentares devido ao seu elevado valor nutricional,

em macro e micronutrientes, e seu facil cultivo e manejo (ZEM et al., 2017).

No Brasil, ja foram catalogadas mais de 3 mil espécies de PANCs, dentre
hortalicas, raizes e frutas (BEZERRA; BRITO, 2020). Neste contexto, levando em
consideracdo o aumento populacional, mudancas climaticas e desafios ambientais, a
industria de alimentos tem aumentado a incorporacao de ingredientes alternativos,
incluindo as PANCs, em produtos alimenticios, como forma de responder a demanda
por alimentos agroecoldgicos, nutritivos e sustentaveis (MARTINS et al., 2022).
Contudo, o consumo destas plantas entre a populacédo ainda é relativamente baixo,
comparado as plantas tradicionais. Isso ocorre devido a falta de conhecimento acerca
de suas propriedades nutricionais e potenciais bioativos. Por isso, é crescente 0
namero de estudos cientificos que objetivam determinar e validar informacdes a
respeito do tema (SILVEIRA-JUNIOR; DE FRANCISCO, 2020).

A composicao nutricional e fitoquimica das PANCs varia de acordo com sua
espécie, mas de forma geral, estudos indicam que as PANCs sdo alimentos ricos
fibras, minerais, vitaminas e em compostos bioativos, tais como polifendis,
antocianinas, flavonoides, taninos, entre outros. Tais compostos conferem potencial
antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatério as PANCs (LIMA et al.,, 2021,
MARTINS et al., 2022; PEREIRA et al., 2023). A familia Cactaceae apresenta diversas
PANCs de interesse cientifico, devido aos potenciais bioativos ja demonstrados
(MARTINS et al., 2022).

1.2 Ora-pro-nébis (Pereskia aculeata Miller): Aspectos bioecondmicos e

nutricionais

Pereskia aculeata Miller, popularmente conhecida, no Brasil, como Ora-pro-
nobis (OPN) é um exemplo de PANC, pertencente a familia Cactaceae, que apesar
de conhecida por parte da populacdo, ainda é subutilizada na alimentagéo (SATO et
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al., 2018). O género Pereskia é considerado o menos avancado da familia Cactaceae,
€ composto por plantas trepadeiras, nativas da América do Sul, que se adaptam a
baixas altitudes. A OPN é um cacto semi-lenhoso, com taxa de crescimento
moderada, que apresenta caules longos e espinhosos, folhas elipticas, planas,
suculentas e verde-escuras (MARSARO-JUNIOR et al., 2011). Naturalmente, no
Brasil, este género se distribui do Sul (Minas Gerais, Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul) ao nordeste (Bahia) (SOUZA et al., 2016). Sua alta capacidade de
disseminagao no ambiente e sua alta capacidade competitiva, faz com que, apesar de
seu elevado valor nutricional, a OPN seja considerada uma erva daninha em alguns
paises como Africa do Sul (AGOSTINI-COSTA et al., 2012).

E crescente o nimero de estudos que avaliam a composi¢do nutricional e
fitoquimica da OPN, bem como seu potencial bioativo e sua utilizacao na industria de
alimentos. Dentre seus componentes destacam-se altos percentuais de minerais,
como célcio, magnésio, manganés e zinco, fibras e mucilagens, vitaminas A e C, acido
félico, flavonoides, como quercetina, acidos organicos, como acido cafeico, além de
proteinas e aminoacidos, como lisina e triptofano (PINTO et al., 2015; SATO et al.,
2018; DA SILVA-PORTO et al., 2021; SOUZA et al., 2016). Um estudo realizado por
BARREIRA et al., (2021) analisou a composi¢ao nutricional da OPN e concluiu que
ela pode ser considerada fonte de fibras totais, boa fonte de magnésio (Mg), cobre
(Cu) e potéssio (K), e uma excelente fonte de vitamina A, célcio (Ca), manganés (Mn),

ferro (Fe) e selénio (Se).

Outro estudo avaliou o potencial de utilizacdo da OPN e seus componentes na
industria, concluindo que a mucilagem apresenta grande potencial no
desenvolvimento de complexos ou microparticulas e que suas propriedades
emulsificantes podem ser exploradas na inddstria de alimentos. Os autores relatam
também que a acdo anti-inflamatdria e anticancerigena da OPN indicam um potencial
de aplicabilidade em produtos farmacéuticos, além da possibilidade de utilizagdo de

seus constituintes para a producao de biomateriais (DA SILVA-PORTO et al., 2021).

A composicdo da OPN também confere potencial funcional e bioativo, tanto na
prevencgao, quanto no tratamento de doencgas. Na medicina tradicional, por exemplo,
o0 uso de suas folhas esta relacionado a acao cicatrizante e anti-inflamatoéria. Conforme

resultados de Pinto e colaboradores (PINTO et al., 2015) a OPN nédo é apenas um
15



alimento vegetal com alto valor nutricional, mas também apresenta potencial
analgésico. Barbalho e colaboradores (BARBALHO et al., 2016) ao avaliarem a
composicao e o efeito metabdlico da farinha de OPN demonstraram que seu consumo
pode promover beneficios a saude relacionados a melhora da motilidade intestinal,
reducédo da gordura visceral e do perfil lipidico, bem como aumento dos niveis de HDL-
c. Tais resultados corroboram para afirmar que a OPN é um alimento com potencial
aplicabilidade na industria de alimentos e como alimento funcional. Considerando o
contetdo de compostos bioativos, GARCIA et al., (2019) identificaram dez compostos
fendlicos, sendo o acido caftarico o principal, compondo mais de 49% do conteudo
fendlico. Também foi observado potencial antioxidante e agcdo antimicrobiana dos
extratos de folhas de OPN.

Outro estudo que avaliou, farinhas de caule e folhas, e da polpa de frutos de
OPN apresentou teor de polifendis totais de 0,25; 1,01 e 118,2 mg EAG. g de extrato,
respectivamente. O potencial antioxidante pelo método do radical DPPH apresentou
valores de 1,20; 1,40 e 1,50 mg de fruto g* de DPPH para caule, folha e fruto,
respectivamente. Tais resultados indicam que a OPN é um alimento com potencial
funcional, podendo contribuir na prevencéo de disturbios associados a producédo de
radicais livres, sendo uma alternativa no enriquecimento de alimentos (CIRIACO,
MENDES e CARVALHO, 2023).

Embora existam estudos com a OPN, ainda nao foi elucidado a influéncia de
alguns parametros na composicao de suas folhas, como tamanho, tempo pds-colheita
e armazenamento, visto a escassez de estudos sobre o tema. Barbosa, Finger e
Casali (2015) avaliaram o manejo e a vida util pés-colheita de folhas de OPN e
relataram que a temperatura de geladeira doméstica (aproximadamente 5°C)
associada a embalagem plastica é mais eficaz na preservacdo da vida Util,
aumentando-a em 7 dias e, na inibicdo do escurecimento das folhas. Contudo, a
avaliacdo foi aplicada em tempo maximo poés-colheita de 168 dias e ndo avaliou

parametros como atividade antioxidante, composi¢céo centesimal, entre outros.

1.3 Metabolismo vegetal e metabdlitos secundarios
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Diferentemente das células animais, células vegetais possuem parede celular, que
é formada nos primeiros estagios de desenvolvimento da célula. E uma estrutura
composta, principalmente, por polimeros de polissacarideos, como celulose,
hemicelulose, pectina, podendo incluir também glicoproteinas e lignina (ZHANG et al.,
2021). A parede celular vegetal desempenha diversas fun¢des nas células vegetais,
garantindo a conformacdo, estrutura e sustentacdo, além de prover a comunicagao
intercelular e o0 suporte mecanico para o corpo da planta, conduzindo agua e nutrientes
(KEEGSTRA, 2010). Ela ainda é capaz de fornecer protecdo contra estresses bibticos
e abidticos, por meio da dindmica de plasticidade celular, um mecanismo pelo qual a
parede celular altera sua composicdo e estrutura em resposta a estimulos internos e
externos (VAAHTERA; SCHULZ; HAMANN, 2019). Esta estrutura envolve o
protoplasto, composto por citoplasma e nucleo, no qual encontramos estruturas
caracteristicas da célula vegetal, como o(s) vacuolo(s), os plastos e as substancias
ergasticas (MENEZES et al., 2004).

Os vacuolos podem representar 90% do volume da célula e estdo presentes em
todas as plantas terrestres, com excecado de células vegetais imaturas e de algumas
células vegetais muito maduras. Além disso, estdo presentes também na maioria dos
fungos e algas (exceto células procaridticas) (TAN et al., 2019). Os vacuolos
desempenham funcdes importantes nas células vegetais, incluindo a degradacéo de
residuos celulares, armazenamento de ions e proteinas, defesa da planta contra
patdgenos, homeostase do pH e crescimento da planta (KAISER; SCHEURING,
2020). Em relacdo a este tema, as células meristeméticas, ou seja, células
indiferenciadas, que estdo relacionadas ao crescimento da planta, possuem varios
vacuolos pequenos. Enquanto as células derivadas, ou seja, células ja diferenciadas,
apresentam um unico vacuolo central na maturidade, devido a fusdo de vérios
vacuolos (MENEZES et al., 2004). Sendo assim, é conhecido que a expansdo dos
vacuolos e as propriedades da parede celular representam componentes cruciais para
definir o tamanho da célula e as taxas de crescimento (KAISER; SCHEURING, 2020).

Os vacuolos contém &agua e varias substancias inorganicas e organicas,
incluindo acucares, é&cidos organicos, proteinas, sais, pigmentos, entre outros
compostos. Além disso, podem acumular também produtos do metabolismo

secundario das plantas, incluindo compostos fendlicos, como antocianinas, e
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alcaloides, como betalainas (MENEZES et al., 2004). Os metabdlitos secundarios
foram o0s primeiros compostos encontrados nos vacuolos. Estes e outros
componentes celulares, como proteinas, acUcares, taninos, acidos organicos e ions,
presentes nesta organela, desempenham um papel fundamental na resposta da planta
a diferentes sinais biolégicos/abiotticos, e sdo normalmente produzidos para prevenir
condicbes ambientais nocivas, como combate a patdogenos e herbivoros. Sendo
assim, de forma suscinta, é possivel afirmar que os vacuolos vegetais sdo organelas
multifuncionais com morfologia e dindmica especificos, atuando desde a degradacgéo
celular até o transporte de metabolitos secundarios (KAISER; SCHEURING, 2020).

Neste contexto, metabdlitos sdo moléculas intermediarias e produtos do
metabolismo, podendo ser classificados em primarios ou secundarios. Tais moléculas
desempenham diversas funcdes, incluindo estrutura, sinalizacao, efeitos estimulantes
inibitérios sobre enzimas, efeitos cataliticos, defesa e interagbes com outros
organismos (PACHECO BORGES; AMORIM, 2020). Os metabdlitos primarios, estdo
relacionados ao processo de crescimento e desenvolvimento do tecido vegetal e
incluem moléculas pequenas, tais como agUcares, aminoacidos, acidos graxos,
lipideos e nucleotideos. Além disso, inclui moléculas maiores, sintetizadas a partir das
menores, como proteinas, polissacarideos, membranas, DNA e RNA (TIWARI; RANA,
2015; ZHAO; DAVIS; VERPOORTE, 2005). Os metabdlitos secundarios, por sua vez,
nao estdo envolvidos em processos de geracdo de energia e ndo se apresentam da
mesma forma entre as plantas, ao contrario, expressam a individualidade de familias,
géneros e espécies de plantas. Sdo substancias vitais, pois atuam em mecanismos
de propagacdo e defesa, exercendo atividades antimicrobianas, antivirais e
antifangicas. Metabdlitos secundarios sédo fontes de produtos farmacéuticos, aditivos
alimentares, saborizantes e outros materiais que podem ser utilizados na industria
para a saude humana (KABERA et al., 2014; PACHECO-BORGES; AMORIM, 2020;
TIWARI; RANA, 2015; ZHAO; DAVIS; VERPOORTE, 2005).

Didaticamente, autores classificam os metabdlitos secundarios em trés grupos:
terpenoides, alcal6ides e compostos fendlicos. Destes, o grupo dos terpendides € o
grupo mais amplo e diverso, contando com aproximadamente 25.000 estruturas

guimicas até agora (KABERA et al., 2014). Eles sao derivados poliméricos de isopreno
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e sao sintetizados a partir do acetato, pela via do acido mevalbnico. Possuem estrutura
complexa com diversos mecanismos de acdo. Com base no numero de unidades de
cinco carbonos presentes em sua estrutura quimica, sdo divididos em varias
subclasses: monoterpendides, sesquiterpendides, diterpendides, triterpendides e
tetraterpenodides (BONCAN et al., 2020). Desde a década de 80 ja se estudava sobre
as aplicacbes médicas e biomédicas dos terpendides. Autores relatam que tais
compostos apresentam propriedades farmacoldgicas, podendo ser utilizados no
tratamento de doencas, como cancer, tanto em humanos e animais (HUANG et al.,
2012). Um estudo realizado em 2021 promoveu uma revisdo do potencial bioativo de
terpendides encontrados em plantas, dos quais se destacam o potencial anti-
inflamatorio, antioxidante, anticancer, antibacteriano, protecdo da pele contra raios
UV, entre outros (JAHANGEER et al., 2021).

Os alcaloides compdem um grupo amplo e estruturalmente diverso, os quais
podem ser encontrados em 300 familias de plantas e em mais de 18 mil
apresentacdes, com inumeras atividades biologicas (BHAMBHANI; KONDHARE;
GIRI, 2021). Uma vez que apresentam estrutura quimica diversa, a caracteristica
principal deste grupo é a presenca de um atomo de nitrogénio que pode ocorrer na
forma de uma amina primaria, uma amina secundaria ou uma amina terciaria. Além
disso, os alcaloides podem se apresentar como mondmeros ou podem formar
oligbmeros (TYLER; SPEEDIE; ROBBERS, 1996). Os alcaloides podem ser divididos,
de acordo com o seu processo de biossintese, em trés categorias principais:
verdadeiro, proto e pseudo-alcaloides. Os alcaloides verdadeiros e protoalcaloides
possuem um aminodcido como precursor, mas se diferem pela presenca ou nédo do
atomo N no heterociclo, respectivamente. Enquanto isso, pseudo-alcaloides ndo sao
derivados de aminoacidos e apresentam um esqueleto basico de carbono
(BHAMBHANI; KONDHARE; GIRI, 2021). Os alcaloides tém sido investigados por
apresentarem diversas atividades bioldgicas, incluindo potencial anticancer, atividade
antibacteriana e antiviral, por meio de diversos mecanismos de acgédo. No que diz
respeito ao potencial antimicrobiano, por exemplo, sédo relatados que alcaloides tais
como Tetrandrina e Fangchinolina atuam impedindo o crescimento microbiano de
bactérias multirresistentes (CASCIARO et al., 2020).
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Os compostos fendlicos sdo caracterizados pela presenca de, pelo menos, um
anel aromatico ligado a um grupo hidroxila, fenol. Tais compostos atuam no
crescimento, desenvolvimento e reproducédo da planta, funcionando como compostos
de defesa contra estresses abioticos. Podem ser sintetizados por meio da via
fenilpropandide ou da via acetato de policetideo/malonato, produzindo monémeros ou
polimeros de fendis e polifenodis (NAIKOO et al., 2019). Compostos fendlicos, incluindo
fendis simples, &cidos fendlicos, flavonoides, cumarinas, estilbenos, taninos
hidrolisaveis e condensados, lignanas e ligninas sdo os metabdlitos secundarios mais
abundantes em plantas (KUMAR, NARESH; GOEL, 2019).

Existem mais de 8 mil estruturas de compostos fendlicos conhecidos, variando
entre fendis simples, complexos e taninos. Tais estruturas podem ser classificadas em
guatro grupos: incluindo acidos fendlicos, flavonoides, estilbenos e lignanas. De um
modo geral, os polifendis sdo mais armazenados em tecidos de protecdo, tais como
pericarpo, tegumento e casca, do que em tecidos nutricionais (germe, endosperma,
entre outros.). Isso porque tecidos nutricionais armazenam grande teor de compostos
como amido, proteinas e lipidios, implicando um contetdo relativamente baixo de
compostos fendlicos (WANG et al.,, 2020). Assim como os demais metabdlitos
secundarios apresentados anteriormente, 0s compostos fendlicos também
apresentam potencial para a saide humana, pois desempenham acfes antioxidante,
antienvelhecimento, antiproliferativa e anti-inflamatéria. Sendo assim, é possivel
afirmar que o consumo de tais metabdlitos secundarios podem ser incluidos como
coadjuvantes no consumo alimentar, promovendo a saude humana (SUN;
SHAHRAJABIAN, 2023).

1.4 Compostos bioativos e fitoquimicos no tratamento da obesidade

Compostos bioativos sdo constituintes que normalmente se apresentam em
pequenas quantidades nos alimentos, exercendo efeitos benéficos para a saude, além
de um perfil nutritivo. Esses compostos sdo encontrados principalmente em frutas,
vegetais, graos integrais, legumes, 0leos e castanhas, podendo ser ainda encontrados
como produto da fermentac&o de microrganismos dentro do trato gastrointestinal. Nas

plantas, tais compostos sdo geralmente produzidos como metabdlitos secundarios
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(TEODORO, 2019). Estes metabdlitos secundarios, incluindo esteroides, alcaloides,
fendlicos, lignanas e outros compostos bioativos possuem uma diversidade de
propriedades biolégicas benéficas para os seres humanos, tais como atividades
antialérgica, anticancerigena, antimicrobiana, anti-inflamatéria, hipoglicemiante,
antioxidante, entre outras (TRAN; PHAM; LE, 2020). J4 é comprovado que 0sS
polifendis encontrados nas plantas possuem potencial antioxidante, com capacidade
de eliminar os radicais livres, por meio da inibicdo de enzimas ou por quelar metais
envolvidos na producao de radicais livres, além de protegerem o sistema de defesa
antioxidante. Dessa forma, minimizam o dano oxidativo e os marcadores de estresse
oxidativo, os quais, por sua vez, estao associados a diversas doencas como diabetes,
Alzheimer, outras doencas neurodegenerativas, cancer, aterosclerose e obesidade
(TEODORO, 2019).

O sobrepeso e a obesidade séo considerados uma doenca que caracteriza um
problema de saude publica, pois esta associada ao aumento da incidéncia de outros
distlrbios metabdlicos, incluindo o diabetes tipo 2, hipertensdo, doencas cardiacas,
hepaticas e renais, além de alguns tipos de cancer. Ela é caracterizada por
angiogénese, hipertrofia e hiperplasia do tecido adiposo. As causas da obesidade sao
multifatoriais e podem estar relacionadas a dieta hipercal6rica, doencas genéticas,
sedentarismo e fatores psicolégicos (OJULARI; LEE; NAM, 2019). Neste contexto,
estudos indicam que compostos bioativos naturais, como flavonoides e fendis, sédo
alternativas eficazes no tratamento do sobrepeso e obesidade. Como exemplos,
citam-se a epigalocatequina galato (EGCG) do cha verde, curcumina de acafrao, e o
resveratrol dos vinhos, que apresentaram efeitos benéficos no tratamento da
obesidade, em estudos in vivo e in vitro (KAO et al., 2016; TRAN; PHAM; LE, 2020).
Algumas plantas como Nigella sativa, Hibiscus sabdariffa, llex paraguariensis, Coffea
arabica, Caralluma fimbriata, Panax ginseng e muitos outros também apresentam
efeitos positivos na obesidade por diferentes mecanismos como supressao do apetite;
reducdo dos niveis de triglicerideos; aumento da taxa metabdlica; inibicdo da lipase
pancreatica, entre outros. Tais mecanismos promovem a diminuicdo da ingestéo
calorica, reducao do risco de doencas cardiovasculares, aumento do gasto energético
e diminuicdo da absorcao de gorduras, respectivamente, favorecendo a perda de peso

e a melhora da composicao corporal (KUMAR, et al. 2022).
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As fibras alimentares, especialmente fibras solUveis, compdem outro grupo de
aliados ao tratamento e prevencdo da obesidade. A ingestédo de fibras sollUveis esta
associada ao aumento da saciedade, a melhora dos niveis de lipidios no sangue e da
resposta glicémica (WADDELL; ORFILA, 2023). Além disso, estad também relacionada
a beneficios metabdlicos, promovendo o aumento da excrecao de acidos biliares e de
horménios supressores do apetite, que atrasam a absorcdo de nutrientes e o
esvaziamento gastrico (THOMPSON et al., 2017). O consumo de fibras alimentares
também estqd associado a modulagdo intestinal, que ocorre pela fermentacdo
provocada pela microbiota gastrointestinal, promovendo a producdo de compostos
bioativos, como acidos graxos de cadeia curta e média, que também podem afetar a
ingestdo e absorcdo de energia, além de melhorar marcadores bioguimicos de
inflamacé&o e estresse oxidativo (DELZENNE, 2020).

Neste contexto, dietas a base de plantas tém se tornado uma opgéo viavel ao
tratamento e prevencao da obesidade, pois além de serem, geralmente, hipocaloricas,
contém compostos bioativos de plantas que podem atuar de forma coadjuvante ao
tratamento (TURNER-MCGRIEVY; MANDES; CRIMARCO, 2017).

2. HIPOTESE:

1) Fatores como tamanho das folhas e tempo de armazenamento pdés-colheita
podem interferir nas caracteristicas nutricionais e potenciais bioativos das folhas de
Ora-pro-nébis;

2) O consumo diario de farinha de Ora-pro-nobis pode favorecer a melhora de
parametros bioquimicos, antropomeétricos e nutricionais de mulheres com sobrepeso

ou obesidade.

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas, nutricionais e bioativas da Ora-pro-nébis, in

vitro e o efeito de seu consumo em mulheres com sobrepeso ou obesidade.

22



3.2 Objetivos especificos

1. Determinar a composicéo centesimal das folhas de Ora-pro-nébis

2. Determinar o teor de compostos fendlicos e flavonoides das folhas de Ora-pro-
nobis

3. Determinar a atividade antioxidante in vitro das folhas de Ora-pro-nébis

4. Identificar os compostos fitoquimicos das folhas de Ora-pro-ndbis

5. Avaliar o efeito do consumo de farinha de Ora-pro-nébis por mulheres com

sobrepeso ou obesidade sobre parametros bioquimicos (glicemia, colesterol total,
HDL, LDL, Ureia, creatinina, hemograma completo, insulina, cortisol, IL-6, IL-10,
Ferritina, Calcio e Nfkb)

6. Avaliar o efeito do consumo de farinha de Ora-pro-ndbis por mulheres com
sobrepeso ou obesidade sobre parametros antropométricos (peso, IMC,
circunferéncias de braco, de térax, de cintura, de abdome, de quadril, de coxa e de
panturrilha) e nutricionais (composicao corporal, gordura visceral, taxa metabdlica

basal, entre outros).

4. REFERENCIAS

AGOSTINI-COSTA, Tania da Silveira et al. Carotenoids profile and total
polyphenols in fruits of Pereskia aculeata Miller. Revista Brasileira de Fruticultura,
v. 34, p. 234-238, 2012.

ALMEIDA, MEF de et al. Chemical characterization of the non-conventional

vegetable known as ora-pro-nobis. Bioscience Journal, v. 30, 431-439,2014.

ALONSO, Elena Briones; COCKX, Lara; SWINNEN, Johan. Culture and food
security. Global food security, v. 17, p. 113-127, 2018.

ANACLETO, Adilson et al. Non-conventional food plants in Parana coast Brazil:
a brief overview of production and trade. International Journal of Advanced

Engineering Research and Science, v. 5, n. 12, p. 316-21, 2018.

BARBALHO, Sandra Maria et al. Pereskia aculeata Miller flour: metabolic effects
and composition. Journal of medicinal food, v. 19, n. 9, p. 890-894, 2016.

23



BARBOSA, Camila Karen Reis; FINGER, Fernando Luiz; CASALI, Vicente
Wagner Dias. Handling and postharvest shelf life of ora-pro-nobis leaves. Acta
Scientiarum. Agronomy, v. 37, p. 307-311, 2015.

BARREIRA, Tiberio Fontenele et al. Nutrient content in ora-pro-nébis (Pereskia
aculeata Mill.): unconventional vegetable of the Brazilian Atlantic Forest. Food
Science and Technology, v. 41, n. suppl 1, p. 47-51, 2020.

BEZERRA, Juliana Alves; DE BRITO, Marilene Magalh&aes. Potencial nutricional
e antioxidantes das Plantas alimenticias ndo convencionais (PANCs) e 0 uso na
alimentacdo: Revisdo. Research, Society and Development, v. 9, n. 9, p.
€369997159-e369997159, 2020.

BHAMBHANI, Sweta; KONDHARE, Kirtikumar R.; GIRI, Ashok P. Diversity in
chemical structures and biological properties of plant alkaloids. Molecules, v. 26, n.
11, p. 3374, 2021.

BONCAN, Delbert Almerick T. et al. Terpenes and terpenoids in plants:
Interactions with environment and insects. International Journal of Molecular
Sciences, v. 21, n. 19, p. 7382, 2020.

BRECHT, Jeffrey K. et al. Fisiologia pds-colheita de tecidos vegetaiscomestiveis.
Quimica de Alimentos de Fennema, v. 4, p. 759-817, 2010.

CANDIDO, Hebert Teixeira et al. Green banana and ora-pro-nébis mixed flours:
nutritional and technological characteristics. Brazilian Journal of Food Technology,
v. 25, p. 2022081, 2022.

CASCIARO, Bruno et al. Naturally-occurring alkaloids of plant origin as potential
antimicrobials against antibiotic-resistant infections. Molecules, v. 25, n. 16, p. 3619,
2020.

CIRIACO, Ariane Cristina de Almeida; MENDES, Ricardo de Morais;
CARVALHO, Vania Silva. Antioxidant activity and bioactive compounds in ora-pro-
nobis flour (Pereskia aculeata Miller). Brazilian Journal of Food Technology, v. 26,
p. €2022054, 2023.

24



DA SILVA-PORTO, Fabiane Grecco et al. Pereskia aculeata leaves: properties
and potentialities for the development of new products. Natural Product Research, v.
36, n. 18, p. 4821-4832, 2021.

DELZENNE, Nathalie M. et al. Nutritional interest of dietary fiber and prebiotics
in obesity: Lessons from the MyNewGut consortium. Clinical Nutrition, v. 39, n. 2, p.
414-424, 2020.

DEMASI, Sonia et al. Sensory profile, shelf life, and dynamics of bioactive
compounds during cold storage of 17 edible flowers. Horticulturae, v. 7, n. 7, p. 166,
2021.

FAO et al. The state of food security and nutrition in the world 2019: safeguarding
against economic slowdowns and downturns. [S.l.]: Food & Agriculture Org., 2019.
v. 2019.

GARCIA, Jéssica AA et al. Phytochemical profile and biological activities of'Ora-
pro-nobis' leaves (Pereskia aculeata Miller), an underexploited superfood from the
Brazilian Atlantic Forest. Food chemistry, v. 294, p. 302-308, 2019.

HUANG, Min et al. Terpenoids: natural products for cancer therapy. Expert

opinion on investigational drugs, v. 21, n. 12, p. 1801-1818, 2012.

JAHANGEER, Muhammad et al. Therapeutic and Biomedical Potentialities of
Terpenoids-A Review. Journal of Pure & Applied Microbiology, v. 15, n. 2, 2021.

KAISER, Sabrina; SCHEURING, David. To lead or to follow: contribution of the
plant vacuole to cell growth. Frontiers in Plant Science, v. 11, p. 553, 2020.

KAO, Erl-Shyh et al. Polyphenolic extract from Hibiscus sabdariffa reduces body
fat by inhibiting hepatic lipogenesis and preadipocyte adipogenesis. Food & function,
v.7,n.1 p.171-182, 2016.

KEEGSTRA, Kenneth. Plant cell walls. Plant physiology, v. 154, n. 2, p. 483-
486, 2010.

KREPSKY, Patricia Baier et al. Chemical composition and vasodilatation induced

by Cuphea carthagenensis preparations. Phytomedicine, v. 19, n. 11, p. 953-957,
2012.

25



KUMAR, Mukul et al. A critical review on obesity: Herbal approach, bioactive

compounds, and their mechanism. Applied Sciences, v. 12, n. 16, p. 8342, 2022.

KUMAR, Naresh; GOEL, Nidhi. Phenolic acids: Natural versatile molecules with
promising therapeutic applications. Biotechnology reports, v. 24, p. e00370, 2019.

LI, Hang et al. Nutritional values, beneficial effects, and food applications of
broccoli (Brassica oleracea var. italica Plenck). Trends in Food Science &
Technology, v. 119, p. 288-308, 2022.

LIMA, Juliana Franca et al. Characterization of nonconventional food plants
seeds Guizotia abyssinica (Lf) Cass., Panicum miliaceum L., and Phalaris canariensis

L. for application in the bakery industry. Agronomy, v. 11, n. 9, p. 1873, 2021.

LISIEWSKA, Zofia; KMIECIK, Waldemar; KORUS, Anna. The amino acid
composition of kale (Brassica oleracea L. var. acephala), fresh and after culinary and

technological processing. Food Chemistry, v. 108, n. 2, p. 642-648, 2008.

MARSARO-JUNIOR, A. L. et al. First report of natural infestation of Pereskia
aculeata Mill., (Cactaceae) by Ceratitis capitata (Wiedemann)(Diptera: Tephritidae) in
Brazil. Embrapa. 2011.

MARTINS, Ana Cristina S. et al. Physical, nutritional, and bioactive properties of
mandacaru cladode flour (Cereus jamacaru DC.): An unconventional food plant from
the Semi-Arid Brazilian Northeast. Foods, v. 11, n. 23, p. 3814, 2022.

MENEZES, Nanuza Luiza de et al. Anatomia e morfologia de plantas vasculares.
Sao Paulo: USP-UFSCar, 2004.

MOSMANN, Tim. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival:
application to proliferation and cytotoxicity assays. Journal of immunological
methods, v. 65, n. 1-2, p. 55-63, 1983.

NAIKOO, Mohd Irfan et al. Role and regulation of plants phenolics in abiotic

stress tolerance: An overview. Plant signaling molecules, p. 157-168, 2019.

OJULARI, Oyindamola Vivian; LEE, Seul Gi; NAM, Ju-Ock. Beneficial effects of
natural bioactive compounds from Hibiscus sabdariffa L. on obesity. Molecules, v. 24,
n. 1, p. 210, 2019.

26



PACHECO-BORGES, Larissa; ALVES AMORIM, Victor. METABOLITOS
SECUNDARIOS DE PLANTAS. Revista Agrotecnologia, v. 11, n. 1, 2020.

PAUL, Alok Kumar et al. A survey of non-conventional plant items consumed
during times of food scarcity by the Chakma people of Hatimara village of Rangamati
District, Bangladesh. American-Eurasian Journal of Sustainable Agriculture, v. 5,
n.1, p.87-91, 2011.

PEIXOTO, Clovis Pereira; PEIXOTO, M. F. S. P. Dindmica do crescimento
vegetal: principios basicos. Tépicos em ciéncias agrarias, v. 38, 2009..

PEREA-LOPEZ, Emeli Vanessa. Caracterizacion del proceso de senescencia de
la flor de Tigridia pavonia (Lf) Dc. Universidad Auténoma Del Estado De México:

Facultad De Ciencias Agricolas. 2020.

PEREIRA, Lucélia Vieira et al. Nutritional aspects of non-conventional edible
plants from Brazil: Caruru (Amaranthus spinosus L) and trapoeraba (Commelina
benghalensis). Food Research International, v. 166, p. 112583, 2023.

PINTO, Nicolas de Castro Campos et al. Pereskia aculeata: A plant food with
antinociceptive activity. Pharmaceutical biology, v. 53, n. 12, p. 1780-1785, 2015.

RIGUEIRA, Geysa Duarte Junger et al. Atividade antioxidante e teor de fendlicos
em couve-manteiga (Brassica oleracea L. var. acephala) submetida a diferentes
sistemas de cultivo e métodos de preparo. Semina: Ciéncias Bioldgicas e da Saude,
v. 37,n. 2, p. 3-12, 2016.

SATO, Rie et al. Nutritional improvement of pasta with Pereskia aculeata Miller:
a non-conventional edible vegetable. Food Science and Technology, v. 39, n. Suppl.
1, p. 28-34, 2018.

SILVEIRA-JUNIOR, José Francisco dos Santos; DE FRANCISCO, Alicia.
Unconventional food plants as an alternative in starch production. Cereal Foods
World, v.65, n.2, p. 81. 2020.

SOUZA, Lucéia Fatima et al. Pereskia aculeata Muller (Cactaceae) Leaves:
chemical composition and biological activities. International journal of molecular
sciences, v. 17, n. 9, p. 1478, 2016.

27



SUN, Wenli; SHAHRAJABIAN, Mohamad Hesam. Therapeutic potential of
phenolic compounds in medicinal plants—Natural health products for human health.
Molecules, v. 28, n. 4, p. 1845, 2023.

TAN, Xiaona et al. A review of plant vacuoles: formation, located proteins, and
functions. Plants, v. 8, n. 9, p. 327, 2019.

TEODORO, Anderson Junger. Bioactive compounds of food: their role in the
prevention and treatment of diseases. Oxidative medicine and cellular longevity, v.
2019, 20109.

THOMPSON, Sharon V. et al. Effects of isolated soluble fiber supplementation
on body weight, glycemia, and insulinemia in adults with overweight and obesity: a
systematic review and meta-analysis of randomized controlled trials. The American
journal of clinical nutrition, v. 106, n. 6, p. 1514-1528, 2017.

TIWARI, Ruby; RANA, C. S. Plant secondary metabolites: a review.
International Journal of Engineering Research and General Science, v. 3, n. 5, p.
661-670, 2015.

TRAN, Ngan; PHAM, Bao; LE, Ly. Bioactive compounds in anti-diabetic plants:
From herbal medicine to modern drug discovery. Biology, v. 9, n. 9, p. 252, 2020.

TURNER-MCGRIEVY, Gabrielle; MANDES, Trisha; CRIMARCO, Anthony. A
plant-based diet for overweight and obesity prevention and treatment. Journal of
geriatric cardiology: JGC, v. 14, n. 5, p. 369, 2017.

TYLER, V. E.; SPEEDIE, M. K.; ROBBERS, J. E. Pharmacognosy and
pharmacobiotechnology. Williams and Wilkins, Maryland, p. 337, 1996.

ULIAN, Tiziana et al. Unlocking plant resources to support food security and

promote sustainable agriculture. Plants, People, Planet, v. 2, n. 5, p. 421-445, 2020.

VAAHTERA, Lauri; SCHULZ, Julia; HAMANN, Thorsten. Cell wall integrity
maintenance during plant development and interaction with the environment. Nature
plants, v. 5, n. 9, p. 924-932, 2019.

WADDELL, Isabella Skye; ORFILA, Caroline. Dietary fiber in the prevention of
obesity and obesity-related chronic diseases: From epidemiological evidence to

28



potential molecular mechanisms. Critical reviews in food science and nutrition, v.
63, n. 27, p. 8752-8767, 2023.

WANG, Zhenyu et al. Review of distribution, extraction methods, and health
benefits of bound phenolics in food plants. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 68, n. 11, p. 3330-3343, 2020.

WOISKY, Ricardo G.; SALATINO, Antonio. Analysis of propolis: someparameters
and procedures for chemical quality control. Journal of apiculturalresearch, v. 37, n.
2, p. 99-105, 1998.

ZEM, Luciele Milani et al. Pereskia aculeata: biological analysis on wistar rats.
Food Science and Technology, v. 37, p. 42-47, 2017.

ZHANG, Baocai et al. The plant cell wall: Biosynthesis, construction, and
functions. Journal of Integrative Plant Biology, v. 63, n. 1, p. 251-272, 2021.

ZHAO, Jian; DAVIS, Lawrence C.; VERPOORTE, Robert. Elicitor signal
transduction leading to production of plant secondary metabolites. Biotechnology
advances, v. 23, n. 4, p. 283-333, 2005.

29



CAPITULO 1

COMPOSIQAO NUTRICIONAL E BIOATIVA DE FOLHAS DE ORA-PRO-NOBIS
(Pereskia aculeata Miller.) EM DIFERENTES TAMANHOS E TEMPOS POS-
COLHEITA

Ana Carolina BIANCO-GOMES?, Guilherme CHIABAY-FONSECA?, |sadora Bicalho
ALMEIDAZ?, Débora Correia SANTANA?, Tuani Celestino BARBOSA2, Dominik LENZ?,
Hildegardo Seibert FRANCA#4, Wanderson ROMAO#, Denise Coutinho ENDRINGER?".

1 Universidade Vila Velha; Laboratério de Produtos Naturais. Programa de P6s-Graduagdo em

Biotecnologia Vegetal.

2 Universidade Vila Velha; Laboratério de Produtos Naturais.
4 Instituto Federal do Espirito Santo, Campus Vila Velha.

5 In Memoriam.

3 Autor correspondente. Universidade Vila Velha: Complexo Biopraticas - Avenida Comissario José

Dantas de Melo, 21, Boa Vista ll, Vila Velha, ES 29102-770, Brasil. denise.endringer@uvv.br

RESUMO

Pereskia aculeata Miller ou Ora-pro-nébis (OPN) é uma planta da familia
Cactacea, amplamente distribuida na América do Sul e Central, e na regido sul dos
Estados Unidos. Apesar de ser pouco utilizada na dieta da populagdo em geral, em
estados brasileiros como Bahia e Minas Gerais, a OPN é conhecida devido ao seu
alto teor proteico. Sabe-se que, ap0s a colheita, fatores como processos respiratérios
e de transpiracao da planta sdo considerados os principais causadores de perdas pos-
colheita e da diminuicdo da qualidade dos alimentos vegetais. O objetivo deste estudo
foi avaliar a composigao nutricional e bioativa das folhas de OPN em diferentes tempos
pos-colheita (1 a 4 semanas a 5°C, em geladeira doméstica) e em diferentes

tamanhos. Até o momento, ndo foi encontrado nenhum estudo que propusesse tais
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analises. Para isso, as folhas foram analisadas quanto a composic¢ao fisico-quimica,
compostos fendlicos totais, flavonoides e atividade antioxidante. Observou-se que
folhas frescas e maiores apresentaram os maiores teores de proteinas, compostos
fendlicos, flavonoides e, consequentemente maior potencial antioxidante. Na terceira
semana, aparentemente, ocorre aumento da disponibilizagdo de compostos com
potencial antioxidante, conferindo maior estabilidade a planta, mesmo apés a colheita.
A OPN é um alimento rico em nutrientes e com importante potencial antioxidante,
podendo ser um aliado a saude, principalmente no que tange as doencas cronico-
degenerativas. Os resultados indicam que ha diferenca no conteudo nutricional e
bioativo em relacdo ao tamanho das folhas e tempo pos-colheita, de forma que o
consumo de OPN deve ser encorajado, preferencialmente entre folhas médias e
grandes, até 3 semanas, armazenada em temperatura de geladeira, acondicionada
em embalagem pléstica, higienizada e seca.

Palavras-chave: Ora-pro-nébis; Pereskia aculeata Miller; Compostos bioativos;

Tempo de pdés-colheita; Alimento funcional

1. INTRODUCAO

Pereskia aculeata Miller ou Ora-pro-nébis (OPN) é uma planta da familia
Cactacea, amplamente distribuida na América do Sul e Central, e na regido sul dos
Estados Unidos (SATO et al.,, 2018). Adapta-se a diferentes tipos de solo e néo
necessita de técnicas especificas de fertilizacdo, sendo muito facil de cultivar
(OLIVEIRA et al., 2019).

No Brasil, a OPN é majoritariamente consumida nos estados da Bahia e Minas
Gerais (GARCIA et al., 2019). As folhas de OPN se destacam pelo contetdo proteico,
alto teor de minerais como célcio, magnésio, manganés, zinco, betacaroteno, vitamina
C, acido fdlico, esterdis (sitosterol e estigmasterol), flavonoides e compostos fendlicos
(VIEIRA et al., 2019).

Um estudo avaliando a composic¢éo nutricional da OPN de Minas Gerais - Brasil,

relatou que essas folhas sao fonte de betacaroteno, podendo corresponder a 22% da
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necessidade de um individuo adulto, de acordo com a Ingestdo Dietética
Recomendada (DRI's). A oferta e biodisponibilidade deste nutriente € de grande
relevancia, principalmente para o publico vegano/vegetariano, uma vez que a maior
parte da oferta dietética de vitamina A é de origem animal (BARREIRA et al., 2021).
Além disso, hd um apelo a industria para o desenvolvimento de produtos alimenticios
provenientes de fontes sustentaveis, devido a projecdo do crescimento populacional
e as questdes ambientais, visto que a producdo de alimentos de origem animal em
larga escala tem sido associada a questdes ambientais, como 0 aumento da polui¢ao
e a diminuicdo da biodiversidade (MILIAO et al., 2022).

Quanto ao potencial funcional das folhas de OPN, Vieira et al. (2020) relataram
gue a presenca de compostos bioativos e fibras alimentares estavam relacionados a
atividades antioxidante, anti-inflamatoéria e a melhora da motilidade intestinal. Garcia
et al. (2019) analisaram o perfil fitoquimico do extrato hidrometandlico de OPN e
identificaram dez compostos fendlicos, sendo o acido caftarico o mais abundante,
correspondendo a mais de 49% do total. Segundo esses autores, 0 4cido caftarico tem
potencial antioxidante, anti-inflamatoério e antimutagénico. Da mesma forma, a rutina
e suas derivacbes, segundo composto fendlico majoritario nas folhas de OPN,
apresenta diversos potenciais, incluindo antimicrobiano, antifungico, antialérgico e,

atividade antioxidante.

Por outro lado, sabe-se que apds a colheita o metabolismo da planta continua
ativo. Tanto os processos respiratorios quanto os de transpiracdo sédo considerados
0s principais causadores de perdas poés-colheita e diminuicdo da qualidade dos
alimentos vegetais (DEMASI et al., 2021). Nesse contexto, alguns estudos tém
demonstrado que a baixa temperatura e embalagens plasticas apropriadas podem
preservar caracteristicas sensoriais e nutricionais (BARBOSA; FINGER; CASALI,
2015). Ainda assim, ndo ha clareza sobre a qualidade nutricional, possiveis perdas de
compostos bioativos no periodo pés-colheita, nem mesmo sobre diferencas entre
tamanhos de folhas. Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo avaliar a
composigdo nutricional e bioativa das folhas de OPN em diferentes tempos pos-

colheita e tamanhos.

32



2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Materiais

As folhas de ora-pro-nébis (OPN) foram coletadas aleatoriamente em uma
propriedade particular do municipio de Vila Velha (20°21'19,2"S 40°18'43,1"W). Uma
exsicata da planta (VIES055007) foi preparada e depositada no herbario da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES/ES). Os experimentos foram
realizados nos Laboratdrios do Complexo de Biopraticas da Universidade Vila Velha
e no Instituto Federal do Espirito Santo (IFES), localizados em Vila Velha, Espirito
Santo — Brasil.

2.2. Desenho experimental

O experimento foi organizado seguindo um Delineamento Inteiramente
Casualizado para avaliar a influéncia do tempo pos-colheita nas variaveis estudadas.
Para avaliar a influéncia do tempo nos compostos nutricionais e bioativos das folhas
de Ora-pro-nobis (OPN), as amostras foram higienizadas e armazenadas em
geladeira (5°C) de uma a quatro semanas, com andlises semanais. Para analisar a
influéncia do tamanho na composicéo, as folhas do OPN foram categorizadas em:
tamanho pequeno (3 — 5,9 cm), tamanho médio (6 — 8,9 cm) e tamanho grande (9-
11,9 cm), com base no tamanho médio das folhas. Todas as amostras foram coletadas

no mesmo dia e preparadas para testes sob as mesmas condic¢des.

2.3. Composicao centesimal

O teor de umidade foi determinado por secagem em estufa a 105 °C até peso
constante; Cinzas foram obtidas por incineragdo a 550 °C; Teor de nitrogénio foi
determinado pelo método Kjeldahl, seguido de conversdo do resultado em proteina
bruta, utilizando o fator 5,75, referente as proteinas vegetais; Lipidios totais pelo
método de extracdo Goldfish e o teor de carboidratos por diferenca (AOAC, 1990,
2002). As calorias (kcal.100 g-1) foram determinadas pelos valores de conversao de
Atwater, que considera que 1 g de proteinas corresponde a 4 kcal, assim como

carboidratos, enquanto 1 g de lipidios corresponde a 9 kcal (MERRILL e WATT, 1973).
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2.4 Preparo do extrato para analises de compostos fendlicos e atividade

antioxidante

Para os extratos, 1 g da amostra foi macerado com 10 mL de mistura metanol:
agua na proporcédo de 60:40, até completa solubilizacdo (PINTO, 2015). Em seguida,
essa mistura foi colocada em um tubo plastico (Falcon® e centrifugado a 6.000 rpm a
5 °C por 15 minutos. O sobrenadante foi filtrado e completado até 10 mL com agua
deionizada (KREPSKY et al., 2012). Todos os procedimentos foram realizados
protegidos da luz e os extratos foram armazenados sob refrigeracdo, até a realizacédo

das andlises.

2.5 Determinacao de compostos fendlicos totais e flavonoides

O teor de compostos fendlicos foi realizado conforme Esquivel-Alvarado et al.
(2020). Foram pipetados 25 uL de cada extrato em microplaca, seguidos de 10uL de
Folin Ciocalteu 10% (Sigma® e 215uL de Carbonato de Sodio 7,5% (Sigma®: Apds
trés minutos, a absorbancia foi lida a 715 nm em espectrofotbmetro SpectraMax ®
190. A andlise em branco foi realizada com &gua deionizada em substituicdo ao
extrato. Foi criada uma curva analitica de acido galico (Dinamica Ltda® (0,04 — 1
mg/mL). Os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de acido galico

por grama de amostra de folhas (mg de EAC/1g de amostra de folhas).

O teor de flavonoides totais foi determinado segundo o método com cloreto de
aluminio, proposto por Xu e Chang (2007), com modificac6es. Cada extrato foi diluido
com agua destilada (1:10). Foram adicionados 180 pL de cada extrato seguido de 15
ML de nitrito de sédio (NaNO2) 2,5%. Apds 6 min, foram adicionados 15 pL de cloreto
de aluminio (AICI) 10%, deixando em repouso por 5 min, e, em seguida 50 pL de
solucédo de hidroxido de sédio (NaOH) (0,1M). Apdés 10 minutos, a temperatura
ambiente, a absorbancia foi lida a 415 nm. O teor de flavonoides na amostra foi obtido
a partir da construgdo de uma curva de analitica do padrdo quercetina (1 — 0,16
mg.mL). Os resultados foram expressos em miligramas equivalentes de quercetina
por 1 mg de amostra de folha (mg QE) (WOISKY; SALATINO, 1998). As analises
foram realizadas em triplicata.
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2.6 Determinagé&o da atividade antioxidante

A analise da atividade antioxidante foi realizada utilizando os radicais ABTS,
DPPH e FRAP.

2.6.1 Método 2,2'-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS)

Para esse método, as solucdes de 2,2'-azinobis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-
sulfénico) (ABTS) e persulfato de potassio foram preparadas em &gua destilada até
concentracao de 7 mM e 2,45 mM, respectivamente. Estas duas solu¢des foram entao
misturadas e mantidas em repouso no escuro por 16 horas, para produzir o radical
ABTS (ABTS-+). Para o estudo da atividade antioxidante, a solugdo do radical ABTS
foi diluida com etanol 50% até uma absorbéancia de 1,10 + 0,02 em 734 nm. Foi
realizada uma curva analitica de cada extrato em diferentes concentracdes para medir
a capacidade dos compostos bioativos em eliminar 50% do radical livre ABTS < +
(IC50). 30 pL de cada diluicao foram pipetados em uma microplaca e adicionados de
270 pL de radical ABTS. Apds 6 minutos, a absorbancia foi lida a 734 nm em
espectrofotdmetro SpectraMax® 190. A analise em branco foi realizada com metanol
concentrado NEON® (AWIKA et al., 2003).

2.6.2. Método 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

O reagente 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi diluido em metanol até uma
concentracao de 40uL para uma absorbancia de 1,00 £ 0,1 em 517nm. Uma curva
analitica de cada extrato foi utilizada para medir a capacidade dos compostos
bioativos em eliminar 50% do radical livre DPPH (IC50). 20 uL de cada diluicdo e 280
ML do radical DPPH foram pipetados em uma microplaca de 96 pocgos. A leitura foi
realizada em 517 nm apos 60 minutos de incubacgdo, protegido da luz, em
espectrofotometro SpectraMax® 190. A andlise do branco foi realizada com metanol
concentrado NEON® (LUO et al., 2018).
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2.6.3. Método poder antioxidante redutor férrico (FRAP)

Para cada andlise, utilizou-se uma solucao de trabalho do poder antioxidante
redutor férrico (FRAP) recém-preparada contendo: tampéao acetato 0,3M (pH = 3,6)
(solucdo A), TPTZ 0,01 mol/L (2,4,6-tripiridil-s-triazina) em HCI (4cido cloridrico) 0,04
mol/L (solucdo B) e 0,02 mol/L FeCI3*6H20 (solugcdo C). As solucdes foram
misturadas na proporgao 10:1:1 (v/v/v), respectivamente, e mantidos ao abrigo da luz.
Assim como os outros métodos, uma curva analitica de cada extrato foi usada para
medir a capacidade dos compostos bioativos em eliminar 50% do FRAP. 30 pL de
cada diluicdo foram pipetados em uma microplaca de 96 pocos e adicionados de 270
ML de solucao FRAP. A leitura foi realizada a 595 nm apds 10 minutos de incubacéo,
ao abrigo da luz, em espectrofotdbmetro SpectraMax® 190. A analise do branco foi
realizada com metanol concentrado NEON®. Os resultados também foram expressos
através da atividade sequestradora de radicais (I): 1% = [(AbsO — Abs1)/ Abs1] x100.
Onde: AbsO = absorbancia do branco e Abs1 = absorbancia da amostra

2.7 Cromatografia Liquida de alta performance (HPLC)

A analise foi realizada conforme método de AL-TAIE et al. (2018). Para a
analise, os extratos foram preparados a 0,25g/ml. As folhas foram selecionadas por
tamanho e tempo e maceradas em metanol 60%, seguindo o método utilizado para as
demais andlises. Os extratos foram filtrados em filtros de 2,5 pg. Depois disso, 20 pl
de cada amostra foram injetados no sistema HPLC modelo 1260 (Agilent
Technologies, Palo Alto, USA). Todos os produtos quimicos utilizados foram de grau
analitico. Os padrées de acido trifluoroacético (TFA) e &acidos fendlicos foram
adquiridos da Sigma - Aldrich (Steinheim, Alemanha). A fase estacionaria foi a coluna
cromatografica Phenomenex C-18, tamanho de particula de 3 pg (100 x 4,6 mm DI).
A fase movel foi o solvente A (acido trifluoroacético - TFA) 0,1% em agua deionizada
e solvente B (acetonitrila). O gradiente foi programado para 0% B — 100% B por 10
min. Taxa de fluxo de 1mL/min seguida de UV a 360 nm para flavonéides, 280 nm

para polifendis e 254 nm para um espectro mais amplo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composic¢ao nutricional e de compostos bioativos em folhas de Ora-pro-

nobis de diferentes tamanhos
3.1.1 Composicéo centesimal

Os resultados deste estudo se aproximam dos dados publicados por Barreira
et al., (2021) que demonstraram teor de aproximadamente: 90% de umidade, 7% de
carboidratos, incluindo fibras, 1,3% de proteinas e 1,5% de lipideos. Os valores
caldricos totais (VCTs) do presente estudo se diferem do mesmo estudo, visto ndo ha
diferenciacdo entre os carboidratos néo digeriveis (fibras), que ndo acrescentam o
mesmo valor caldrico ao alimento, e carboidratos digeriveis. Estes autores avaliaram
ainda o perfil de vitaminas e minerais da OPN, demonstrando que as folhas s&o boa
fonte de potassio, cobre e excelente fonte de vitamina A, Calcio, Magnésio, Ferro,
Manganés e Selénio. Outros estudos avaliaram a composi¢cdo centesimal de OPN
utilizando base seca e, portanto, apresentaram resultados superiores para
componentes da matéria seca, incluindo lipideos, proteinas, carboidratos e cinzas
(ALMEIDA et al., 2014; CIRIACO; MENDES; CARVALHO, 2023).

Tabela 1. Composicao centesimal dos diferentes tamanhos de folhas de Ora-pro-
nébis.

Proteinas Carboidratos

Tamanho Umidade (%) Cinzas (%) Lipideos (%) (%) (%)

VCT (kcal)

Pequeno (P) 82,47+0,29*» 2,63+0,372 0,81+0,09° 2,56+0,16®> 11,51+0,192 63,63+0,712
Médio (M) 84,30+0,43* 3,19+0,022 1,18+0,002 3,056+0,11* 8,26 + 0,44 55,92 +1,82°

Grande (G) 84,30+0,622 3,36+0,262@ 1,16+0,45® 251+0,03* 8,65+0,41> 5516+5,772

P: folha pequena (3 — 5,9 cm); M: folha média (6 — 8,9 cm); G: folha grande (9-11,9 cm). Letras diferentes na
mesma coluna apresentam diferenca significativa entre si pelo teste t (post hoc) ao nivel de 5% de probabilidade.

O maior teor de umidade foi observado entre as folnas médias e grandes, sem
diferenca significativa (p>0,05) entre os resultados, conforme apresentado na Tabela

1. Tais dados podem estar relacionados ao tamanho dos vacuolos celulares, que
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armazena diversos compostos, incluindo agua. De igual forma, as maiores médias de
cinzas e lipideos também foram observadas nas folhas grandes, porém, sem diferenca

significativa entre os demais tamanhos.

Ainda neste contexto, 0 maior teor de carboidratos foi observado nas folhas P,
proporcionalmente a quantidade de umidade das folhas. MENEZES et al. (2004)
também apontam a relacdo entre percentual de carboidratos e umidade de folhas.
Segundo Carvalho et al. (2009), durante o inicio do processo fotossintético, sédo
produzidos os produtos primarios, basicamente carboidratos, que se organizardo em
acucares simples (monossacarideos) em formas complexas (dissacarideos ou
polissacarideos). Tais substratos poderéo ser utilizados na respiracéo e/ou utilizados
para a sintese de material metabdlico e estrutural, como proteinas, lipideos e outros

componentes organicos, na fase intermediaria do processo fotossintético.

O maior conteudo de proteinas foi observado nas folhnas médias. Podendo esse
resultado estar relacionado a idade celular das folhas, indicando uma fase de maior
intensidade metabodlica. Ao contrario, folhas pequenas estdo iniciando a fase de
diferenciacédo celular e folhas grandes que ja possuem metabolismo reduzido, em fase
de senescéncia, com menor interceptacdo de luz e diminui¢cdo no acumulo de matéria
seca (CARVALHO et al., 2009). Até o momento, ndo foram encontrados estudos que

avaliem a composicéao nutricional de plantas em diferentes tamanhos.

3.1.2 Atividade antioxidante

De acordo com Lu et al. (2021), fatores como a diversidade e complexidade do
mecanismo de reacdo antioxidante, o efeito de distribuicdo dos antioxidantes em um
sistema heterogéneo e a influéncia de outros componentes no sistema de teste,
podem gerar resultados diferentes na avaliacdo da capacidade antioxidante em
diferentes métodos. Por isso, sao utilizados diferentes ensaios simultaneamente para

medir objetivamente a capacidade antioxidante.

Tabela 2. Atividade antioxidante, teor de polifenois e flavonoides em folhas de Ora-

pro-nébis de diferentes tamanhos.
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DPPH IC50 FRAPIC50 ABTSIC50 Polifendis Flavonoides
Tamanhos DPPH IAA (%) (“g/m|) (“g/m|) (mg mEq Acido (mg mEq Quercetina/g
(ng/ml) Galico/g de folha) de folha)

20,97 + 0,95¢ 1,93+0,08¢ 0,33+0,012 1,99 +0,02¢ 0,11 £ 0,002 2,44 £+ 0,04¢

Pequeno (P)
26,80 £ 0,62 151+0,03° 0,27+0,008 1,22 +0,032 0,12 + 0,002 2,96 £ 0,08

Médio (M)

30,64 £ 0,32 1,32+0,072  0,33+0,022 1,77 £0,02b 0,12 + 0,002 3,19 £ 0,092

Grande (G)

P: folha pequena (3 — 5,9 cm); M: folha média (6 — 8,9 cm); G: folha grande (9-11,9 cm). Letras diferentes na
mesma coluna apresentam diferenca significativa entre si pelo teste t (post hoc) ao nivel de 5% de probabilidade.

Dentre os métodos para determinacdo da capacidade antioxidante, foram
utilizados o ABTS, DPPH, e, também, o teste do poder antioxidante redutor férrico
(FRAP). Todos estes ensaios se baseiam em reacfes quimicas e na avaliacdo da
cinética ou do alcance do estado de equilibrio. Para isso, utiliza-se da
espectrofotometria, pressupondo a ocorréncia de cores caracteristicas ou a
descoloracao das solugdes a analisar. Tais processos monitorados por adsor¢cao em

comprimentos de onda especificos (MUNTEANU, APETREI, 2021).

Por definicdo, antioxidantes sdo quaisquer substancias capazes de retardar,
prevenir ou remover o dano oxidativo para uma molécula alvo (GULCIN, 2020;
HALLIWEL, 1995). Véarios métodos e atividades estdo envolvidos no processo de
inibicdo da oxidacao por esses compostos antioxidantes, que podem ser classificados
em antioxidantes primarios e secundarios, de acordo com o seu mecanismo de acao.
Os antioxidantes primarios inibem a reacdo em cadeia de oxidacdo, atuando como
doadores de hidrogénio ou aceitadores de radicais livres, gerando radicais mais
estaveis. Este grupo se caracteriza por possuir principalmente estrutura fendlica e
inclui: minerais antioxidantes, vitaminas antioxidantes e fitoquimicos, entre os quais
estdo flavonoides, catequinas, carotenoides, B-caroteno, licopeno, diterpeno e seus
derivados (MUNTEANU, APETREI, 2021).

N&o houve diferenga significativa no potencial antioxidante expresso pelo
meétodo FRAP (p>0,05). Por outro lado, nos métodos ABTS e DPPH, as folhas grandes
e médias apresentaram maior potencial antioxidante, com diferenca significativa entre
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si (p<0,05). No método ABTS, o maior potencial antioxidante foi expresso pelas folhas
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meédias e grandes, respectivamente (p<0,05), enquanto no DPPH o maior potencial
antioxidante foi observado nas folhas grandes. Tais resultados podem estar
relacionados ao maior perimetro das folhas. Folhas maiores possuem maior
capacidade de armazenamento e expressao de metabdlitos secundarios, como
flavonoides, devido a expanséo dos vacuolos e, consequente, maior capacidade de
armazenamento de tais compostos (TAIZ, et al. 2021). Este resultado também pode
ser observado na maior concentracdo de flavonoides nas folhas grandes e medias

(p<0,05), respectivamente.

O teor de compostos fendlicos e flavonoides encontrados neste estudo diferem
do exposto por De Souza et al (2022). Isso pode ser explicado pelo uso de diferentes
solventes na extracdo e também pelo uso da folha em base seca, na qual se obtém
maior concentracdo de compostos quimicos e bioativos, pela perda percentual de

umidade.

3.1.3 Identificac&o e quantificacdo de compostos bioativos

Este estudo prop6s ainda a identificacdo e quantificacdo de compostos
bioativos em extratos metanolicos de folhas de OPN de diferentes tamanhos. Foram
identificados os seguintes compostos: acido galico, acido cafeico e rutina, em todas
as folhas avaliadas, conforme expresso na Tabela 3 a seguir.

Tabela 3. Quantificacdo de compostos bioativos em folhas de Ora-pro-nébis de

diferentes tamanhos por método HPLC

Tamanho Acido Galico Ac. Cafeico Rutina
(Mg /mg) (mg/mg) (mg/mg)
Pequeno (P) 0,85 £ 0,02¢ 0,02 +£0,01b 0,13 £ 0,012
Médio (M) 1,06 + 0,04 0,03 + 0,00P 0,13 £ 0,00
Grande (G) 1,18 + 0,002 0,05 £ 0,012 0,08 + 0,052

P: folha pequena (3 — 5,9 cm); M: folha média (6 — 8,9 cm); G: folha grande (9-11,9 cm). Letras diferentes na
mesma coluna apresentam diferenca significativa entre si pelo teste t (post hoc) ao nivel de 5% de probabilidade.

Os acidos fenolicos possuem diversos potenciais biologicos, tais como
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potencial antidepressivo, anti-hipertensivo, anti-inflamatoério, neuroprotetor, anti-
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hiperglicémico, anticancerigeno, entre outros (DE ARAUJO, et al. 2021). O &cido
3,4,5-trihidroxibenzdico (acido gélico), € um acido fendlico natural, produzido a partir
do metabolismo secundario de plantas, amplamente encontrado em produtos naturais
e plantas comestiveis. Se trata de um composto bioativo com diversos potenciais na
saude, sendo capaz de propor melhoria do perfil metabdlico, além de atividades anti-
inflamatéria e antioxidante (BAI, et al. 2021). E relatado ainda que seu potencial
antioxidante de sequestro de radicais livres € bem demonstrado por meio do poder
antioxidante redutor de ferro (FRAP) e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) (XU, Yu et al,
2021). Estudos relacionam o consumo de &cido galico a melhora e prevencao de
sindrome metabdlica e de doencas cronicas (BAI, et al. 2021; MONDAL, et al. 2021).

Outro acido fendlico encontrado nas folhas de OPN foi o 4cido cafeico. O acido
cafeico € o principal acido hidroxicinamico presente na dieta humana, sendo
encontrado em diversas frutas, verduras, folhas e cafés. E conhecido que tal composto
apresenta propriedades antioxidantes, anti-inflamatdrias, imunomoduladoras,
antibacterianas e antivirais. Neste contexto, o acido cafeico e seus derivados tém
demonstrado potencial para tratamento e prevencdo de doencas crbnicas e

cardiovasculares (SILVA, LOPES, et al. 2020).

As maiores médias de acido galico e acido cafeico foram observadas nas folhas
grandes e médias, respectivamente. Este resultado esta em concordancia com o
expresso na avaliacdo da atividade antioxidante (tabela 02), de forma que, as folhas
gue apresentaram maior atividade antioxidante possuem também as maiores
concentracfes de acido galico e acido cafeico. Um estudo demonstrou que o acido
galico pode ser encontrado de forma acumulada no peroxissomo, uma organela que
estd relacionada a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e que se
encontra em tecidos fotossintéticos. Folhas com maior area, possuem maior area de
fotorrespiracéo (ZHOU, et al. 2020). Tal fato pode explicar a maior quantidade de acido
galico em folhas médias e grandes, em relacdo as folhas pequenas, além da
contribui¢cdo do acido gélico na homeostase da planta, por meio de acao antioxidante,
atuando no controle de EROs (SILVEIRA, et al. 2010; TAIZ, et al. 2021).

Os resultados obtidos na quantificacdo de &cido galico sdo superiores ao

demonstrado por outros dois estudos publicados recentemente. Macedo, et al. (2023),
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apresentou valores de 0,49 a 14,66ug/g-1 em diferentes métodos de extracao,
utilizando solucdo aquosa e extracdo em ultrassom. De Souza, et al. (2022)
apresentou resultados de 0,62 e 0,47 mg/100 g~* de amostra, em base seca, em
diferentes estacbes do ano (outono e inverno, respectivamente). Tais diferencas
observadas podem estar relacionadas aos métodos de extracéo aplicados nos testes
e as variacOes de fatores como solo, cultivo, gendtipo que interferem diretamente na
composicao bioquimica de plantas (POTT; VALLARINO; OSORIO, 2020).

O conteudo de acido cafeico encontrado nas folhas grandes deste estudo, se
aproximam dos resultados publicados por De Souza, et al. (2022), para folhas colhidas
no inverno (0,05mg/mg); por Didini, et al. (2019), que encontrou valores entre 0,06 e
0,08mg/mg e por Souza, et al. (2014) que apresentou resultados de 0,03 a 0,15mg/mg.

A rutina (3',4’,5’,7-tetrahidroxi-flavona-3-rutinosideo), também conhecida como
vitamina P, é um flavonéide de grande relevancia no campo cientifico, devido ao seu
amplo potencial farmacologico. Tobar-Delgado, et al. (2023), citam sua atividade anti-
inflamatéria, antidiabética, cardiovascular, hepatoprotetora, anticancerigena e
neuroprotetora. Nao houve diferenca significativa no conteddo de rutina entre os
diferentes tamanhos de folhas, indicando que, provavelmente o maior teor de
flavonoides expressos na tabela 2 ndo se refere apenas a rutina, mas a outro
flavonoide né&o identificado neste estudo. Os resultados aqui apresentados se
assemelham aos dados publicados por De Souza, et al. (2022) que apresentaram

valores de 0,09 a 0,12mg/mg de rutina entre as diferentes estacdes (outono e inverno).

3.2 Composicéao nutricional e bioativa de folhas de Ora-pro-nobis em diferentes
tempos pos colheita

3.2.1 Composic¢ao centesimal

Os resultados apresentados na Tabela 4 concordam com os resultados
observados previamente, em folhas de diferentes tamanhos, e com a literatura. No
gue diz respeito a composicéo centesimal das folhas durante o armazenamento, foi
observado que entre a primeira e segunda semana nao houve diferencgas (p>0,05) em

nenhum dos componentes avaliados, indicando estabilidade da composigéo
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centesimal. Contudo, a partir da terceira semana, observou-se reducao no percentual
de umidade e aumento no teor proteico (p<0,05). Tais resultados estao relacionados
ao processo de desidratacdo natural da planta, que ocorre pela forca de tenséo
superficial elevada da agua, que faz com que ela seja puxada para a superficie da
planta, por evaporagéo. Dessa forma, uma vez destacada da planta, as folhas néo séo
capazes de repor o conteudo hidrico, sofrendo o processo de desidratacdo (BRECHT
et al., 2010).

Consequentemente, tem-se a concentracdo percentual do contetudo proteico,
indicado pelo aumento da média proteica nas folhas, ao decorrer do tempo,
estabelecendo-se assim uma relacdo inversa entre o teor de umidade e o teor de
proteinas. Além disso, durante o processo de senescéncia da planta, ocorre oaumento
da sintese de RNA e aumento da taxa de transcricdo. Tal fator resulta no aumento da
sintese proteica, mesmo apds a colheita (PEREA-LOPEZ, 2020). Na Gltima semana
de armazenamento, foi observado aumento significativo de cinzas, lipideos e
proteinas, em relacdo a terceira semana. Tais resultados também podem estar
relacionados a desidratacdo, que promove o aumento percentual dos demais
componentes da planta, ou a fatores metodoldgicos. De qualquer forma, o valor

calorico total das folhas nao diferiu entre os tempos.

Tabela 4. Composicéo centesimal de folhas de Ora-pro-ndbis em diferentes tempos pos-

colheita
Tempo pés- Umidade (%) Cinzas (%) Lipideos (%) Proteinas Carboidratos VCT (%)
colheita (%) (%)
Semana 1 86,47 £0,422 2,04+0,032 1,050,092 2,17 £0,172 8,25 + 0,522 51,20 £ 2,242
Semana 2 86,15 £ 0,142 230+0,8% 1,16+0,252> 2,41 +0,142 7,96 + 0,822 51,97 £4,192
Semana 3 85,58 +0,12> 2,07 + 0,362 0,84 £ 0,22 2,75 £ 0,26 8,74 £ 0,592 53,56 £ 2,492
Semana 4 85,13 +0,79%* 3,15+0,35° 1,37+0,03> 3,23 +0,08° 7,10 £ 1,252 53,69 + 4,482

Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa entre si pelo teste t (post hoc) ao nivel de
5% de probabilidade.

3.2.2 Atividade antioxidante
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Os resultados em funcdo do tempo de armazenamento aqui expressos se
aproximam dos resultados apresentados previamente, na andlise em funcdo do
tamanho das folhas. A atividade antioxidante mensurada pelo método DPPH néo
apresentou diferenca (p<0,05) entre a semana 01 e semana 04, indicando estabilidade
dos compostos antioxidantes. Semelhante a este resultado, o teor de compostos
fendlicos também se manteve estavel durante o tempo avaliado, sem diferenca
significativa (p>0,05). Tais resultados indicam que, provavelmente, 0s compostos
responsaveis pela atividade antioxidante mensurada no método DPPH, foram
majoritariamente, compostos fendlicos. Tal correlacdo, entre atividade antioxidante
mensurada pelo método DPPH e o conteldo de compostos fendlicos totais foi
comprovada por Foss; Przybytowicz e Sawicki (2022). A a¢ao antioxidante promovida
pelos compostos fendlicos esta intimamente relacionada a melhora da saude global.
Tais compostos podem favorecer o controle dos indices glicémicos, a melhora dos
parametros lipidicos, além de promoverem a inibicdo do processo oxidativo,
eliminando radicais livres e espécies reativas de oxigénio, auxiliando na prevencao de

doencas crbnicas, como cancer e obesidade (SHI, 2022).

Tabela 5. Atividade antioxidante, teor de polifendis e flavonoides em folhas de Ora-
pro-ndbis em diferentes tempos pds-colheita

Tempo Pés' DPPH IAA (%) DPPHICS0 FRAP 1CS0 ABTS IC50 (E;)rIT:‘Lequ?dso (mgFrIT?g{;]Oergigeﬁfa/g
colheita (Mg/ml) (Hg/ml) (ug/ml) Gélicolg de folha) de folha)
Semana 1 24,6 +1,982 1,65 +0,132 0,46 +0,03¢ 1,36 £0,012 0,11 + 0,032 1,99 £ 0,062
Semana 2 19,1 + 0,58 2,12 + 0,06 0,31 £ 0,022 1,63 +0,04° 0,13 + 0,022 1,82 + 0,03
Semana 3 23,97 +2,782 1,71 +£0,192 0,36 + 0,01° 1,85 +0,04¢ 0,11 + 0,002 1,98 +0,012
Semana 4 20,73 + 1,422 1,95 + 0,132 0,36 + 0,01° 1,68 +0,02P 0,10 + 0,002 1,67 +£0,05°

Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa entre si pelo teste t (post hoc) ao nivel de
5% de probabilidade.

A andlise da capacidade antioxidante pelo método ABTS demonstrou maior
potencial antioxidante na primeira semana, se diferindo (p<0,05) de todas as demais.

Contudo, neste mesmo método, foi possivel observar um aumento do potencial
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antioxidante entre a terceira e quarta semana (p<0,05). Tal resultado pode estar
relacionado ao aumento do metabolismo e expressdo de compostos bioativos,
também observado no método FRAP. O conteddo de flavonoides apresentou
diminuicdo (p<0,05) entre a primeira e a quarta semana, mas n&o diferiu entre a
primeira e a terceira semana (p<0,05), indicando que pode ter havido oxidagdo dos

compostos durante o armazenamento.

Apos extraidos, flavonoides tendem a se tornar mais instaveis e suscetiveis a
degradacdo devido a alteracdo de pH, exposicdo a luz e oxigénio, o que altera
significativamente sua viabilidade (KOOP, 2022). Além disso, a significativa
sensibilidade a fatores ambientais, como condi¢des fisicas, quimicas e bioldgicas, o
processamento e 0 armazenamento, também sédo capazes de alterar a viabilidade de
compostos fendlicos, como flavonoides (FIGUEROA-ROBLES, 2021). Sendo assim,
os resultados apresentados sugerem que o consumo das folhas de OPN até a terceira

semana demonstra garantir maior atividade antioxidante e teor de flavonoides.

3.2.3 Identificacéo e quantificacdo de compostos bioativos

Os resultados indicam que existe estabilidade de compostos bioativos até a
terceira semana pdés-colheita, com um aumento significativo (p<0,05) na segunda
semana. A quantificacdo e identificacdo de compostos bioativos concordam e
conferem maior clareza aos resultados observados anteriormente na determinacéo da
atividade antioxidante das folhas de OPN, em funcéo do tempo poés-colheita. Na
segunda semana, tempo com maior atividade antioxidante, segundo método FRAP, e
maior teor de CFT, foi observado também o aumento do teor de acido galico (p<0,05)
e de rutina (p<0,05), indicando aumento do metabolismo e expressao destes

compostos.

Tabela 6. Quantificacdo de compostos bioativos em folhas de Ora-pro-nébis em

diferentes tempos pos-colheita

Tempo (semanas) Acido Galico  Ac. Fertlico Rutina
(ug/mg) (mg/mg) (mg/mg)
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Semana 1 0,93 + 0,00° nd 0,07 + 0,00¢

Semana 2 1,15 £ 0,042 nd 0,13 £ 0,002
Semana 3 0,87 +0,05P 0,19 +0,00 0,08 + 0,00¢
Semana 4 0,24 £ 0,00¢ nd 0,09 + 0,00

Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa entre si pelo teste t (post hoc)
ao nivel de 5% de probabilidade.

O aumento de CFT ja foi observado anteriormente em outros estudos e se
justifica pela biossintese em resposta a fatores como estresses abidticos,
desidratacdo, continuacdo de processos de amadurecimento e/ou senescéncia,
murchamento e ativacao de enzimas (ZENONI, et al. 2016; FRANCINI; SEBASTIANI,
2013). CHEN, et al. (2021) demonstraram que o estresse de desidratacédo é capaz de
promover o acumulo de &cido galico, devido ao aumento dos niveis de expressao dos
genes relacionados a sua biossintese. ZHU, et al (2023) também demonstraram que
durante o tempo de armazenamento pés-colheita, os genes reguladores da producao
de flavonoides, como a rutina, apresentam uma dinamica de aumento e diminuicéo de
niveis, resultando na maior ou menor concentracdo de flavonoides em tempos
especificos. O conteudo de rutina foi significativamente (p<0,05) maior na quarta
semana, diferentemente do teor de flavonoides totais, indicando que apesar deste
composto apresentar-se mais estavel, outros flavonoides foram degradados pela

senescéncia ao decorrer do tempo.

Diferentemente da analise por tamanho de folhas, na analise dos compostos
em funcdo do tempo pdés-colheita, ndo foi identificado acido cafeico. Além disso, foi
encontrado acido ferdlico apenas na terceira semana. Estes dados podem estar
relacionados a algum viés metodolégico e, portanto, mais estudos sdo necessarios
para averiguar tal resultado. Uma avaliagcdo dos resultados permite concluir que o
armazenamento das folhas de OPN a 5°C, em folhas plasticas, é efetivo, preservando
suas caracteristicas até a terceira semana, sendo que o melhor tempo pés-colheita
para consumo € a segunda semana, pelo maior acimulo de compostos fendlicos,

como acido galico, de flavonoides, como a rutina e, consequentemente, maior
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potencial antioxidante. Durante a quarta semana, além do murchamento, observa-se

a reducdo significativa da atividade antioxidante, de flavonoides e de &cido galico.

4. CONCLUSAO

O valor nutricional e o potencial funcional das folhas de Ora-pro-nobis (OPN)
foram evidenciados. Folhas frescas e maiores apresentaram os maiores contetdos de
proteinas, maior contetdo de compostos fendlicos e flavonoides e, consequentemente
maior potencial antioxidante. Na segunda semana, aparentemente, ocorre aumento
da disponibilizacdo de compostos com potencial antioxidante, conferindo maior
estabilidade a planta, mesmo apds a colheita. A OPN é um alimento rico em nutrientes
e com importante potencial antioxidante, podendo ser um aliado a saude,
principalmente no que tange a prevencao das doencas crénico-degenerativas. Os
resultados indicam que o consumo de OPN deve ser encorajado, preferencialmente
entre folhas médias e grandes, entre a primeira e terceira semana poés colheita, com

melhor aproveitamento na segunda semana.
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CAPITULO 2

EFEITO DO CONSUMO DE FARINHA DE ORA-PRO-NOBIS (Pereskia aculeata
Miller) NA SAUDE DE MULHERES COM SOBREPESO OU OBESIDADE
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RESUMO:

O sobrepeso e a obesidade sdo uma doenca crbnica com grandes impactos
econOmicos e sociais. Ela pode ser associada ao indice de massa corporal (IMC), de
forma que valores de 25kg/m? a 30 kg/m?2 caracterizam sobrepeso e valores acima
deste Uultimo caracterizam obesidade. Dentre os fatores contribuintes para a
obesidade, mencionam-se o0s fatores hereditarios, sedentarismo, consumo
exacerbado de alimentos de alta densidade calérica, entre outros. Muitas plantas tém
apresentado potencial funcional no tratamento da obesidade pela reducao do apetite,
diminuicdo da absorgéo de nutrientes, reducdo da adipogénese e pelo aumento do
gasto energético basal. Alguns estudos tém indicado um papel funcional na melhora
da composicéo corporal e perda de peso, entre homens e mulheres que consumiram
a Ora-pro-nobis (OPN). O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do consumo de
OPN em marcadores bioquimicos e na composi¢do corporal de mulheres com

sobrepeso ou obesidade. Para isso, foi proposto um estudo prospectivo, randomizado
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em crossover, com pacientes do sexo feminino, entre 18 e 59 anos, com IMC >25. As
pacientes foram divididas em dois grupos: CAB (Controle - farinha de couve) e OPN
(Teste — farinha de OPN) e receberam a intervencdo por 12 semanas, cada. Os
parametros avaliados foram antropométricos e bioquimicos. O consumo de OPN é
encorajado, por se tratar de um alimento com potencial funcional, mas, de forma
isolada, ndo é capaz de favorecer o tratamento da obesidade. Sendo assim, seu
consumo deve ser associado a alteracdo do estilo de vida e intervencdes

comportamentais.

Palavras-chave: Ora-pro-nobis; Pereskia aculeata Miller; Compostos bioativos;
Obesidade feminina; Emagrecimento; Sindrome metabdlica

1. INTRODUCAO

O sobrepeso e a obesidade sédo considerados uma doenca crdénica com grandes
impactos econémicos e sociais. Ela pode ser associada ao indice de massa corporal
(IMC), de forma que valores de 25kg/m? a 30 kg/m? caracterizam sobrepeso e valores
superiores a esse caracterizam obesidade (ANEKWE, et al. 2020). A prevaléncia
global desta doenca aumentou consideravelmente nos ultimos 40 anos. Entre
mulheres, o percentual de obesidade saltou de 6% para 15%, de 1975 a 2016
(JAACKS, et. al, 2019).

Esta doenca est4d associada a varios efeitos adversos cardiovasculares e
metabdlicos, demonstrando que a obesidade € um problema de saude publica
(DIKAIOU, et al. 2021). A epidemia da obesidade tem a maior prevaléncia entre grupos
socialmente desfavorecidos, pessoas sub-representadas (minorias étnicas/raciais) e
mulheres (ANEKWE, et al., 2020). A fisiopatologia e 0 manejo do sobrepeso e da
obesidade, bem como o acumulo de gordura visceral nas mulheres apresentam
nuances importantes, distintas daquelas dos homens (KAPOOR; FAUBION; KLING,
2019).
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Dentre os fatores contribuintes para o sobrepeso e obesidade, mencionam-se os
fatores hereditarios, como genética, historia familiar, raca, etnia, e fatores como a
industrializacdo, sedentarismo e transporte mecanizado, urbanizacao, tecnologia e a
oferta cada vez mais abundante de alimentos de alta densidade energética,
contribuindo para o balanco energético positivo (ANEKWE, et al., 2020). Neste
contexto, d4-se a importancia da promocao e viabilizacdo de habitos alimentares
saudaveis. Muitas plantas tém apresentado potencial funcional no tratamento da
obesidade pela reducéo do apetite, diminuicdo da absorcao de nutrientes, reducao da
adipogénese e pelo aumento do gasto energético basal (CAO, 2019; YU, et al., 2020;
ROMAIN, et al., 2021).

Dentre estas plantas com potencial funcional, encontra-se a Ora-pro-nobis
(OPN), um cacto semi-lenhoso, que apresenta altos percentuais de minerais, como
calcio, magnésio, manganés e zinco, fibras e mucilagens, vitaminas A e C, &cido félico,
flavonoides, como quercetina, acidos organicos, como &cido cafeico, além de
proteinas e aminoacidos, como lisina e triptofano (PINTO et al., 2015; SATO et al.,
2018; DA SILVA-PORTO et al., 2021; SOUZA et al., 2016). Até o momento, apenas
um estudo comprovou o papel funcional da OPN na melhora da composi¢ao corporal
e perda de peso, entre mulheres que consumiram a folha, porém, foi desenhado a fim
de avaliar o potencial simbidtico da planta, associado a uma bebida probiética(VIEIRA,
et al., 2020). Sendo assim, o objetivo deste estudo € validar o efeito do consumo de
Ora-pro-nébis (OPN) em marcadores bioquimicos e na composi¢cdo corporal de
mulheres com sobrepeso ou obesidade.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Materiais

As folhas e farinhas de Ora-pro-nébis foram utilizadas como objeto de estudo —
tratamento, e as folhas e farinhas de couve (Brassica oleracea) foram utilizadas como
objeto placebo. Farinhas industrializadas de Ora-pro-ndbis (OPN B) e couve (CAB B)
foram adquiridas em mercado online, do estado de S&o Paulo, ambas com laudo e
certificacdo de qualidade. Além das farinhas industrializadas, também foram
preparadas farinhas em laboratério, a partir das folhas in natura para comparacao de
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resultados. Para a producdo de farinha em laboratdrio, as folhas de Ora-pro-nobis
(OPN) foram coletadas aleatoriamente em uma propriedade particular do municipio
de Vila Velha (20°21'19,2"S 40°18'43,1"W). Uma exsicata da planta (VIES055007) foi
preparada e depositada no herbério da Universidade Federal do Espirito Santo
(UFESI/ES). As folhas de couve (CAB) foram adquiridas em comércio local (Vila Velha,
Espirito Santo). A farinha OPN (OPN A) e a farinha de couve (CAB A) foram
preparadas por meio da secagem total das folhas em estufa ventilada a 105°C, por
uma hora. Em seguida, as folhas foram totalmente trituradas no processador de
alimentos.

Todos os experimentos foram realizados nos Laboratérios do Complexo
Biopréticas da Universidade Vila Velha e no Instituto Federal do Espirito Santo (IFES),

localizados em Vila Velha, Espirito Santo — Brasil.

2.2. Desenho experimental

Os testes de avaliagdo da composicao nutricional e bioativa das farinhas foram
organizados seguindo um delineamento inteiramente casualizado para comparar o

valor nutricional e a composicao fitoquimica de diferentes farinhas nas respostas das

variavels.
Ora-pro-nébis (OPN) (tratamento) Couve (CAB) (placebo)
| ' | |
— Farinha Industrializada (OPN B) Farinha Natural (OPN A) — Farinha Natural (CAB A} — Farinha Industrializada (CABB) [
(adquirida em comércio on-line) produzida em laboratério praduzida em laboratério (adguirida em comércio on-line)

1 I 1 ]
|

Andlises de composigdo fisico-quimica (Composicio centesimal, compostos fendlicos e flavondides)

Analises de capacidade antioxidante (DPPH, ABTS, FRAP)

Identificacdo de compaostos bioativos (HPLC)

‘ Tabulagdo de dados, andlise estatistica e discussdo de resultados ‘

[
Avaliagdo mensal: composigio corporal, andlises antropométricas, sinais clinicos, fungdo intestinal, habito alimentar

I
Avaliagdo 12 semanas: composigde corporal, andlises antropométricas, sinais clinicos, fungdo intestinal, habito

alimentar, exames bioguimicos
[

Tabulagdo de dados, analise estatistica e discussdo de resultados

Figura 1. Fluxograma — Desenho experimental
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2.3. Composicao centesimal

O teor de umidade foi determinado por secagem em estufa a 105°C até peso
constante; as cinzas foram obtidas por incineracdo a 550°C; teor de nitrogénio pelo
método Kjeldahl, seguido de conversdo do resultado em proteina bruta, utilizando o
fator 5,75, referente as proteinas vegetais; lipidios totais pelo método de extracéo
Goldfish; e o teor de carboidratos por diferenca (AOAC, 1990, 2002). As calorias
(kcal.100 g-1) foram determinadas pelos valores de conversao de Atwater, que
considera que 1 g de proteinas corresponde a 4 kcal, assim como carboidratos,
enquanto 1 g de lipidios corresponde a 9 kcal (MERRILL e WATT, 1973).

2.4 Preparo do extrato para analises de compostos fenélicos, flavondides e

atividade antioxidante

1 g da amostra foi macerado com 10 ml de metanol 60%. Em seguida, essa
mistura foi colocada em um tubo plastico (Falcon®), centrifugado a 6.000rpm a 5°C por
15 minutos. O sobrenadante foi filtrado e completado até 10 ml com agua deionizada
(KREPSKY et al., 2012). Todos os procedimentos foram realizados no escuro, 0s
extratos foram cobertos com papel aluminio e armazenados sob refrigeracéo,

protegidos da luz, até a realizacao das analises.

2.5 Determinacgao de polifendis e flavonoides totais

O teor de compostos fendlicos foi realizado conforme Esquivel-Alvarado et al.
(2020). Foram pipetados 25 pL de cada extrato em microplaca, seguidos de 10uL de
Folin Ciocalteu 10% (Sigma® e 215uL de Carbonato de Sddio 7,5% (Sigma®. Apds
trés minutos, a absorbancia foi lida a 715 nm em espectrofotdbmetro SpectraMax ®
190. A andlise em branco foi realizada com agua deionizada em substituicdo ao
extrato. Foi criada uma curva analitica de éacido galico (Dinamica Ltda ®, em
concentragcbes de 0,04 — 1 mg/mL. Os resultados foram expressos em miligramas
equivalentes de acido galico por grama de amostra de folhas (mg de EAC/1g de

amostra de folhas).
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O teor de flavonoides totais foi determinado segundo o método colorimétrico
com cloreto de aluminio, proposto por Xu e Chang (2007), com modificacbes. Cada
extrato foi diluido com agua destilada (1:10). Foram adicionados 180 pL de cada
extrato seguido de 15 pL de nitrito de sédio (NaNO2) 2,5%. Apos 6 min, foram
adicionados 15 pL de cloreto de aluminio (AICI) (10%), deixando em repouso por 5
min, e em seguida 50 pL de solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) (0,1M) foram
adicionados. Apds 10 minutos a temperatura ambiente, a absorbancia foi lida a 415
nm. O teor de flavonoides na amostra foi obtido a partir da constru¢cdo de uma curva
analitica (1 — 0,16 mg.mL), utilizando a quercetina como padrdo. Os resultados foram
expressos em miligramas equivalentes de quercetina por 1 mg de amostra de folha
(mg QE) (WOISKY; SALATINO, 1998). As andlises foram realizadas em triplicata.

2.6 Determinacéo da atividade antioxidante: Método 2,2'-azinobis (4cido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS)

O radical ABTS e persulfato de potassio foram dissolvidos em agua destilada
até uma concentracao final de 7 mM e 2,45 mM, respectivamente. Estas duas
solucdes foram misturadas e mantidas em repouso no escuro por 16 horas, antes do
uso, para produzir o radical ABTSe+. Para o estudo da atividade antioxidante, a
solucao do radical ABTS foi diluida com etanol 50% até uma absorbancia de 1,10 +
0,02 a 734 nm. Foi utilizada uma curva de concentragdes de cada extrato (8 — 27 pyg/ml)
para calcular a capacidade dos compostos bioativos em eliminar 50% do radical livre ABTS
» + (IC50). Foram pipetados 30 ul de cada diluigdo em uma microplaca e adicionados
270 ul de radical ABTS. Ap6s 6 min, a absorbancia foi lida a 734 nm em
espectrofotdmetro SpectraMax® 190. A analise em branco foi realizada com metanol
concentrado NEON® (Awika et al., 2003).

2.7 Cromatografia Liquida de alta performance (HPLC)

A analise foi realizada conforme método de AL-TAIE et al. (2018). Para esta
analise, os extratos foram produzidos na concentracéo de 0,25 g/ml. As farinhas foram
diluidas em metanol 60%, seguindo o método utilizado para as demais analises. Os

extratos foram filtrados em filtros de 2,5 pg. Depois disso, foram injetados 20 ul de
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cada amostra no sistema HPLC modelo 1260 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA).
Todos os produtos quimicos utilizados foram de grau analitico. Os padrdes de acido
trifluoroacético (TFA) e acidos fenodlicos foram adquiridos da Sigma - Aldrich
(Steinheim, Alemanha). A fase estacionaria foi a coluna cromatogréafica Phenomenex
C-18, tamanho de particula de 3 pg (100 x 4,6 mm DI). A fase movel foi o solvente A
(acido trifluoroacético - TFA) 0,1% em agua deionizada e solvente B (acetonitrila). O
gradiente foi programado para 0% B — 100% B por 10 min. Taxa de fluxo de 1mL/min
seguida de UV a 360 nm para flavondéides, 280 nm para polifenois e 254 nm para um

espectro mais amplo.

2.8 Ensaio clinico randomizado: Recrutamento e selecao

O recrutamento ocorreu de forma ndo obrigatéria e voluntaria, utilizando
divulgacdo em redes sociais (Instagram e WhatsApp). Foram recrutadas pacientes
correspondentes aos critérios de inclusdo (sexo feminino, idade entre 18 e 59 anos,
diagnosticadas com sobrepeso (IMC >24,9)). As pacientes foram divididas em dois
grupos: Controle (C - farinha de couve) e Teste (T — farinha de OPN). Os critérios de
exclusdo foram: diagnéstico de doenca; consumo de suplementos, alimentares,
laxantes e antibidticos nos dltimos 6 meses; procedimentos cirdrgicos nos ultimos 6
meses; vegetarianismo; consumo de remédios ou preparacfes a base de plantas;
reacdes alérgicas conhecidas aos componentes do produto; e ingestao de probidticos

no ano anterior.

O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Vila Velha (n° 5.588.684). Todos os voluntarios foram informados sobre
0s objetivos do estudo e sé participaram do estudo apés leitura e assinatura do termo
de consentimento livre e esclarecido. Este estudo foi registrado no registro brasileiro
de ensaios clinicos (testeclinicos.gov.br) como RBR-57¢c9wnd em 17 de janeiro de
2023.

2.9 Desenho do estudo
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Como parte da triagem inicial, as participantes do estudo preencheram um
formulario online contendo o TCLE e, ap6s assinarem concordando com todos os
aspectos do TCLE, receberam as préximas perguntas. Em seguida, foram realizados
os procedimentos relacionados ao estudo, incluindo revisdo de todos os critérios de
inclusdo e excluséo, selecionando, por fim 26 voluntarias. O processo de triagem
também incluiu uma revisdo de dados, diagndsticos prévios e uso de medicamentos

prévios e concomitantes.

O estudo foi desenhado em um teste randomizado, em cross-over, totalizando
24 semanas (sendo 12 semanas para cada tratamento). As participantes foram
instruidas a néo alterarem os programas de exercicios fisicos ou dieta durante o
periodo do estudo e, caso o fizessem, foi solicitado que comunicasse a equipe. Das
26 participantes selecionadas, apenas 20 deram inicio ao estudo. Destas, 10 foram
aleatoriamente designadas para iniciar o estudo no grupo tratamento (20g/dia de
farinha de OPN) e outras 10 foram aleatoriamente designadas para iniciar o estudo no
grupo controle (20g/dia de farinha de CAB), ao fim de trés meses, ocorreu o washout
de 2 semanas, seguido do crossover. Nao houve diferenca entre os grupos controle e
tratamento, em relagcdo ao IMC (p>0,05). Apds o inicio do estudo, 8 voluntérias
desistiram devido indisponibilidade de comparecimento as consultas, 3 foram retiradas
devido fator biolégico (doenca, uso de antibiético, gravidez, entre outros) e 3 desistiram
devido a ndo aceitagdo da farinha de OPN, relatando dificuldadeno consumo. O estudo
foi finalizado com 5 voluntérias, com idades entre 25 a 51 anos,totalizando 10 unidades

experimentais.

As voluntarias realizaram exame bioquimico no tempo 0 (antes do consumo), no
tempo 3 (apds o primeiro tratamento) e no tempo 6 (apds o segundo tratamento) do
teste. Foram analisados 0s seguintes parametros: Glicemia, Colesterol Total,
Colesterol HDL, Colesterol LDL, Ureia, Creatinina, Hemograma, Insulina, Cortisol, Il-
6, II-10, Ferritina, Calcio, Nfkb (Kappa cadeia leve, Lambda Cadeia Leve, relacéo
Kappa/Lambda). Além disso, foram avaliados recordatorio alimentar, consisténcia e
aspecto fecal de acordo com escala de Bristol, antropometria por circunferéncias
(braco, torax, coxa média, cintura, abdome e quadril) e composicdo corporal por
bioimpedancia (Inbody 120). Os dados obtidos foram analisados por teste de

normalidade, por ANOVA e dados ndo paramétricos foram avaliados por Modelos
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Lineares Generalizados (GLM). A comparacao de médias foi realizada por teste de
por Duncan, a 5% de probabilidade, em relacdo as variaveis dependentes

mencionadas.

2.10 Randomizacéo

A randomizacao foi realizada por procedimento baseado em sequéncia numérica
aleatoria, por randomizacao estratificada, levando em consideragdo o IMC. Cada
participante recebeu um cédigo aleatorio, que foi alocado a cada tratamento, de forma
aleatdria em que a média do IMC dos grupos néo apresentasse diferenca significativa

(p>0,05) entre si, por teste t de Student.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Devido ao alto teor de umidade das folhas de CAB e OPN, se tornou inviavel a
producgéo e utilizagdo das farinhas oriundas das folhas in natura neste estudo. Por
isso, foram selecionadas farinhas produzidas a nivel industrial para comporem o teste.
No que diz respeito a farinha industrial de OPN utilizada neste estudo, a escolha foi
realizada levando em consideracédo laudo de pureza do fornecedor, presenca de
tabela nutricional em rétulo e andlise qualitativa microscopica. Por outro lado, os
fornecedores de farinha de CAB néo dispunham do laudo de pureza, portanto, para a
escolha da farinha utilizada como controle, além da andlise qualitativa microscépica,
foram realizadas também analises quantitativas de composi¢ado centesimal, potencial
antioxidante, CFT e FLAV para selecdo da melhor opcéo, conforme tabelas 01 e 02,

a sequir.

3.1 Composicéo centesimal

Todas as farinhas apresentam quantidades distintas de umidade, cinzas, lipideos,
proteinas e carboidratos (p<0,05) conforme observado na Tabela 1. Tais diferencas ja
eram esperadas, visto que ndo apenas os métodos de produgdo, mas também as

estruturas das plantas utilizadas na preparacédo das farinhas séo distintas. A farinha
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OPN B, por exemplo, é produzida a partir da planta inteira, incluindo folhas, caule e
galhos, enquanto a farinha OPN A, produzida a nivel doméstico, foi produzida
utilizando apenas as folhas da planta. Tal fator contribuiu para que o contetudo de
cinzas na OPN B seja maior do que nas demais e que o conteudo proteico de OPN A

fosse mais expressivo do que em OPN B.

Tabela 1. Composicdo centesimal das farinhas de OPN e CAB

Armcten Umidade Cinzas Lipideos Proteinas Carboidratos VCT
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
CAB1  630£033% 047+0,007¢ 171#122%  167+0290  7311+1212° 314,54+44,090
CAB2  667+0392 069+009 2095+045 162+0,06° 8955+1,79% 391 2746558
C(LAABB)3 3,31£0,25° 924+022¢ 077+030¢ 2499+0562 6169+064°  353,64+1 510
(Cc’z:r:‘; 274+0149 1,88+033¢  0,28+0,03¢  084+005°  9425+033%  382,88+1,34%
OPN A . . . ;
Ly 6:37£004 1015:011° 262:0,18%  21,20:026° 59,57+0,36°  347,05:118°
*
OPNB* 47340120 18,09+0,32a 1,85:029%c 1353+0,11c 60,91+0,32¢  314,37+2,04¢

(Treatment)

OPN A (farinha de ora-pro-nébis produzida em laboratério de pesquisa); OPN B (farinha de ora -pro-ndébis
comercial — utilizada como tratamento em ensaio clinico); CAB 1 (farinha de couve comercial marca 1); CAB 2
(farinha de couve comercial marca 2); CAB 3 (farinha de couve produzida em laboratério de pesquisa); CAB 4
(farinha de couve comercial — utilizada como tratamento em ensaio clinico). Letras diferentes na mesma coluna

apresentam diferenca significativa entre si pelo teste t (post hoc) ao nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos neste estudo concordam com o0s resultados
apresentados por Ciriaco, et al. (2023), que compararam a composicao fisico-quimica
de farinhas de OPN produzidas a partir das folhas, dos caules e dos frutos. No estudo
citado, o teor de cinzas (12,38 £ 0,12), proteinas (21,08 + 0,56) e lipideos (3,04 £0,21)
se aproximam dos resultados obtidos no presente estudo para a farinha OPN A,
produzida no laboratério de pesquisa, utilizando apenas folhas. Os resultados da
farinha OPN B ndo se assemelham aos resultados do estudo citado, uma vez que,
nao foi produzida apenas a partir de caules, mas da mistura entre caules e folhas. Em
resumo, as farinhas de OPN apresentaram as maiores médias de todos os parametros
avaliados, com excecdo de proteinas e carboidratos, cujas maiores médias foram
encontradas nas farinhas CAB A e CAB B, respectivamente.

62



No que diz respeito a composi¢ao nutricional das farinhas de couve, observou-
se que CAB 3 apresentou as maiores médias, com um teor expressivo de proteinas
(p<0,05), correspondendo a quase 25% do seu conteldo total, enquanto apresentou
também o menor teor de carboidratos, se tornando uma boa op¢ao do ponto de vista
nutricional. Da Silva (2022) também produziu farinha de couve a nivel laboratorial e
encontrou valores de 8,58% para umidade, 15,90% para fibras, 4,80% para lipideos,
20,46% para proteinas e 4,51% para fibras. Os valores encontrados no presente
estudo se assemelham ao encontrado pelo autor e as diferencas observadas podem
estar relacionadas a diferenca de geografia, solo e estacdo de colheita (POTT,;
VALLARINO e OSORIO, 2020).

Os resultados da composicao centesimal de CAB B estdo de acordo com o
rétulo do produtor, se assemelhando a composicao especificada no roétulo (92g de
carboidratos, 1,2g de fibras, 1,2g de proteinas e 0g de gorduras totais). Um estudo
avaliou o contetudo de aminoacidos de couve crua e processada e concluiu que ambas
sdo boas fontes deste nutriente, com uma propor¢cdo de 44% de amino&cidos
essenciais para folhas frescas e 43% para folhas cozidas (LISIEWSKA; KMIECIK;
KORUS, 2008).

As maiores médias de umidade, lipideos e proteinas foram observadas entre
as farinhas CAB 1 e CAB 2 (p<0,05). A farinha CAB 4 apresentou maior contetdo de
cinzas e de carboidratos (p<0,05). O conteudo de fibras ndo foi quantificado no
presente estudo. Os resultados da composicéo centesimal de CAB 4 estédo de acordo
com o rétulo do produtor, se assemelhando a composi¢ao especificada no rétulo (929
de carboidratos, 1,2g de fibras, 1,2g de proteinas e 0g de gorduras totais).
Raychaudhuri, Samnhita et al. (2021), analisaram o conteudo nutricional de farinha de
couve produzida em forno e encontraram resultados de 4,65% de umidade, 8,71% de
proteinas, 73,9% de carboidratos, 1,88% de gordura total e 10,87% de cinzas. Os
resultados do presente estudo se assemelham ao estudo de Rigueira et al., (2017) em
relagédo ao teor de umidade e de cinzas, mas se diferem nos demais. No que diz
respeito ao potencial na saude, o estudo de Ayaz et al. (2008) encontrou nove
diferentes tipos de acidos fendlicos: galico, protocatecuico, p-hidroxibenzoico,

vanilico, salicilico, p-cumarico, caféico, ferulico e sindpico na couve.
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3.2 Atividade antioxidante, teor de polifendis e flavondides

O potencial antioxidante, o contetdo de compostos fendlicos totais e de
flavonoides totais também foram quantificados, a fim de direcionar a escolha da
farinha a ser utilizada no controle e no tratamento, para o teste in vivo. Dentre as
farinhas industrializadas de couve, a CAB 4 apresentou maior média de CFT, FLAV e
de potencial antioxidante, conforme apresentada na tabela 2, a seguir. Sendo assim,
foi escolhida para ser ofertada no tratamento controle do teste in vivo. Até o momento,
nao foram encontrados estudos que avaliem tais parametros em outras farinhas

comerciais de couve.

Tabela 2. Comparacéo do potencial antioxidante (ABTS), quantidade de compostos

fendlicos e flavondides de diferentes farinhas de Couve e Ora-pro-noébis

Amostra ABTS IC50% CFT Flavonoides
(pg/ml) (mg mEq Acido Galico/mg de farinha) (mg mEq Quercetina/mg de farinha)
CAB 1 13,66 + 0,61 0,02 +0,00e 0,00 + 0,00e
CAB 2 11,34 £0,17¢ 0,04 + 0,00d 0,00 + 0,00¢
CAB 3 1,02 +0,00° 0,06 + 0,00° 0,01 + 0,009
ARA 8,56 + 0,30¢ 0,05 + 0,0¢ 0,13 + 0,002
(Control)
U('L”/l;)’* 0,18 + 0,022 0,12 +0,0b 0,07 £ 0,00¢
OPN B 1,56 + 0,14b 1,20 + 0,052 0,12 + 0,01°

(Treatment)

CAB 1: Farinha de couve adquirida em comércio local - fornecedor 01; CAB 2: Farinha de couve
adquirida em comércio local - fornecedor 02; CAB 3 (Control): Farinha de couve adquirida em comércio
local (fornecedor 3), utilizada como controle em teste in vivo; CAB 4 (LAB): Farinha de couve produzida
a partir de folhas in natura, em laboratorio; OPN 1 (Trat): Farinha de Ora-pro-nobis adquirida em
comeércio local, utilizada como tratamento no teste in vivo; OPN 2: Farinha de Ora-pro-nébis produzida

a partir de folhas in natura, em laboratério

LUCIC, Dario et al. (2023) quantificaram o teor de CFT em folhas de couve,

sendo 4,12 mg/g mEq ac. Géalico. O resultado do presente estudo é superior ao
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encontrado pelos autores e tal diferenca no resultado pode estar relacionada as
diferentes metodologias aplicadas, conforme apresentado por Jaiswal, Abu-Ghannam
e Gupta (2012). Estes autores compararam o teor de CFT e FLAV de 3 variedades de
couve, em diferentes solventes e métodos de extracdo e apresentaram maior média

(23,6 e 17,5mg mEQg/100g amostra, respectivamente) em metanol 60%.

A farinha de OPN selecionada para compor o tratamento do ensaio clinico (OPN
B) apresentou alto potencial antioxidante (IC50=1,56ug/ml) e maior CFT (1,2mg mEg/mg
amostra) comparada as demais farinhas. Segundo Boccellino e D’Angelo (2020), os
polifendis sdo compostos bioativos com potencial para atuar na estimulacdoda -
oxidacao, inibicdo da diferenciacdo de adipdécitos e neutralizacdo estresse oxidativo,
cooperando para o0 manejo e tratamento da obesidade, a depender da sua

biodisponibilidade e da dose consumida.

3.3 Identificac&o e quantificacdo de compostos bioativos

Apbés a avaliagcdo dos resultados de composicdo centesimal, potencial
antioxidante, CFT e FLAV, as farinhas para o ensaio clinico (tratamento e controle)
foram selecionadas, a saber: OPN B e CAB 4. Tais farinhas foram submetidas a
analise por HPLC para identificacdo e quantificacdo de compostos bioativos. Foram
identificados os seguintes compostos: acido galico, &cido ferulico e rutina, conforme
apresentado na Tabela 3, a sequir:

Tabela 3. Quantificacdo de compostos bioativos nas farinhas utilizadas no ensaio

clinico
Farinhas Acido Galico  Ac. Fertlico Rutina
(Mg/mg) (mg/mg) (mg/mg)
CAB (Control) 0,79 +£0,36° 0,01 +£0,01 nd
OPN (Treatment) 1,55+0,372 nd 0,29 £ 0,07

Letras diferentes na mesma coluna apresentam diferenca significativa entre si pelo teste t (post hoc) ao nivel de
5% de probabilidade.
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A farinha de OPN selecionada para o tratamento apresentou maior teor de acido
galico (p<0,05) do que a farinha de couve utilizada para o controle, além disso, também
foi observada a presenca de 0,29mg/mg de rutina nesta mesma farinha.

O acido galico (GA), € um acido fenolico, comumente encontrado em plantas
comestiveis. Devido a sua capacidade de eliminagdo de radicais livres, ele tem sido
aplicado a produtos nutracéuticos, visando potencial regulador da imunidade contra
infeccdes e visando também seu potencial antioxidante, no tratamento ou controle do
estresse oxidativo (XU, et al. 2021). E conhecido que o estresse oxidativo esta
intimamente relacionado a fisiopatologia da obesidade, pois, dentre outros
mecanismos, é capaz de alterar a regulacao da atividade mitocondrial, promovendo a
lipogénese e estimulando a diferenciacéo de pré-adipécitos em adipdcitos maduros
(PEREZ-TORRES, et al. 2021). Neste contexto, Dludla, et al. (2018) realizaram uma
revisdo e concluiram que o &cido galico e seus derivados, sdo capazes de prevenir
complicacbes as associadas a obesidade e a sindrome metabdlica. Os autores
relatam que tais beneficios podem ser promovidos por meio de mecanismos que
atuam na melhoria da inflamacédo e do estresse oxidativo a nivel celular ou que
envolvem a reducdo do excesso de gordura corporal. Um estudo realizado em
humanos pré-obesos comprovou que 0 consumo extrato de cha preto chinés,
contendo 333mg de acido galico por dia, durante 12 dias, foi capaz de promover
reducéo da circunferéncia média da cintura, do indice de massa corporal e dos valores
de gordura visceral (KUBOTA, et al. 2011).

A rutina, por sua vez, € um flavonoide importante que é encontrado em diversos
alimentos e que possui atividades farmacoldgicas incluindo acdo antioxidante, anti-
inflamatoria e anti-diabética (MA, et al. 2022). Dois estudos recentes demonstraram,
in vivo, em ratos, e in vitro que o consumo de rutina esta relacionado a ativacédo do
tecido adiposo marrom e branco, promovendo aumento da funcdo mitocondrial e
termogénese no tecido. O consumo de rutina promoveu aumento na funcao
mitocondrial e no gasto energético, contribuindo sinergicamente para a reducéo do
ganho de peso corporal, diminuindo acumulo de gordura corporal sendo favoravel
contra a obesidade e disturbios metabolicos (YUAN, et al. 2017; MA, et al. 2022). Sao,
contudo, necessarios mais estudos para avaliar o efeito antiobesidade da rutina em

humanos.
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3.4 Ensaio clinico:
3.4.1 Historico e padrédo alimentar

A média de consumo de farinha de OPN foi de 67,28% do total diario proposto,
enquanto a média de consumo da farinha de CAB foi de 95,27%. A farinha de OPN
apresentou menor aceitacao entre as participantes, que relataram fatores negativos

como coloracgao, textura, odor e dificuldade de aplicacdo nas refeicdes e receitas.

O histérico alimentar foi avaliado por recordatorio alimentar 24h, descontando
o valor nutricional das farinhas teste e controle. O valor nutricional médio no tempo
zero, anterior ao consumo de OPN, correspondeu a 1871,60kcal, 98,10g de proteinas,
220,109 de carboidratos, 70,209 de lipideos, 23,039 de fibras e 1800ml de agua. Foi
observada uma reducdo média de 474kcal/dia (p>0,05) durante o consumo de OPN.
No tempo zero anterior ao consumo de CAB, o valor nutricional médio foi de
1610kcal/dia, 99,38g de proteinas, 159,30g de carboidratos, 67,34g de lipideos,
22,209 de fibras e 1900ml de agua. Houve reducéo de 43kcal/dia durante o consumo
de CAB (p>0,05), conforme apresentado na tabela 4, a seguir. Nao foram observadas

diferencas significativas no habito alimentar durante os tratamentos propostos.

Tabela 4. Comparacao do histérico alimentar entre os tratamentos.

RECORDATORIO ~ TOOPN TRATOPN DIFERENGA i p. ) 0 TRAT  DIFERENGA
ALIMENTAR TOXTRAT OPN  value CAB  TOXTRAT CAB
VET (Kcal) 1871,60  1397,60 47400 006 161020 1567,20 143,00
Proteinas (g) 98,10 7550 22,60 0,38 99,38 91,40 7,98
Carboidratos (g) 220,10 168,32 51,78 022 162,62 159,30 3,32
Lipideos (g) 70,20 50,00 -20,20 0,16 65,58 67,34 +1,76
Fibras (g) 2303 15,94 7,09 024 1558 22,20 +6,62
Agua (ml) 1800 1750 150,00 0,01 1800,00 1900,00 +100,00

value

0,93
0,79
0,92
0,96
0,22

0,81

Resultados obtidos por andlise de variancia (ANOVA) e teste de Duncan (P < 0,05).
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Considerando a recomendacao nutricional estabelecida pela OMS (WHO,
2023), que preconiza a ingestao de 25 a 30g de fibras por dia, o recordatorio alimentar
evidenciou que, durante os testes, nenhuma das voluntarias apresentou ingestéao
adequada deste nutriente. Sabe-se que vegetais folhosos, como CAB e OPN possuem
conteudo importante de fibras alimentares, incluindo fibras solGveis e insolaveis
(TAKEITI, et al. 2009; RIGUEIRA, et al. 2017). Neste contexto, a suplementacéo de
OPN pode ter conduzido a diminuicdo da ingestdo caldrica, pelo aumento da
saciedade promovida pelas fibras alimentares. WU, et al. (2023) relatam que o
consumo de fibras solUveis de frutas e certos vegetais aumenta a saciedade e reduz
a fome. Segundo estes autores, a saciedade pode ser regulada, ap0s a ingestédo
alimentar, pela liberacdo de insulina, de glicose, e de aminoacidos no sangue e a
médio prazo, pode ser influenciada pela liberacdo de hormonios peptidicos intestinais,
como GLP-1, colecistocinina, entre outros. Embora ndo tenha sido observada
diferenca estatistica, a reducéo de quase 500kcal/dia decorrente do consumo de OPN
poderia favorecer o balanco energético negativo, que é um dos fatores associados a

perda de peso.

3.4.2 Funcao intestinal

A consisténcia fecal € um parametro clinico que avalia a funcéo intestinal e é
comumente avaliada por meio da escala de Bristol. Esta escala possui 7 pontos, nos
guais os pontos 1 e 2 indicam constipacéo intestinal, pontos 3, 4 e 5 indicam funcéo
intestinal adequada e os pontos 6 e 7 indicam fezes amolecidas/diarreicas (LEMAY,
et al. 2021). De acordo com este parametro, durante o tratamento, apenas 1 paciente
apresentou melhora da funcéo intestinal, evoluindo do ponto 1 ao ponto 4 na escala.
As demais ndo apresentavam quadro clinico prévio de constipacao crbénica, nem de
fezes amolecidas ou diarreicas. Estas, por sua vez, mantiveram a consisténcia fecal
usual. Por outro lado, foi observada aumento da frequéncia de evacuagéo entre 3 das
5 pacientes, enquanto consumiam OPN e 4 das 5 pacientes, enquanto consumiam
CAB. E conhecido que a funcéo intestinal pode ser modulada pela ingestdo de
liquidos, fibras alimentares e pratica de atividade fisica (WLODARCZYK, et al. 2021).
Levando em consideracdo que o consumo das farinhas foi capaz de aumentar a

ingestao de fibras diarias, tal fator pode ter contribuido para a promocéo da fungao
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intestinal, no aumento da frequéncia de evacuacao. Resultado similar foi encontrado
por Vieira, et al. (2019) que avaliou o efeito do consumo de OPN na funcéo intestinal.
Os autores relataram o potencial prebidtico das folhas, favorecendo a aderéncia de

L.casei aos enterocitos e também na melhora de sintomas gastrointestinais.

3.4.3 Dados antropométricos e de composic¢ao corporal:

A média dos parametros antropométricos e de composicdo corporal das
voluntarias no tempo anterior e posterior a cada tratamento foi apresentada na tabela
5, a seguir. Os tratamentos OPN e CAB n&o promoveram diferenga significativa em

nenhum dos parametros avaliados.

Tabela 5. Avaliacdo de dados antropométricos e composi¢cdo corporal entre 0s

tratamentos.
DADOS ) ToopN TRAToOpN DIFERENGA p TOCAB TRAT DIFERENCA
ANTROPOMETRICOS TOXTRAT OPN CAB  TOXTRATCAB P
Peso (kg) 71,36 71,72 0,36 0,48 73,30 72,80 -0,50 0,91
IMC (kg/m?) 28,48 28,64 0,16 0,43 30,18 29,26 -0,92 0,69
Massa muscular (kg) 25,62 25,86 0,24 0,65 26,02 26,08 0,06 0,97
%Gordura corporal 35,92 33,14 -2,78 0,29 35,62 34,20 -1,42 0,57
Agua corporal (L) 34,00 34,12 0,12 0,84 3432 3442 0,10 0,96
Taxametabolicabasal 1550 55 1377 89 3,80 0,83 1378,80 1381,20 2,40 0,97
(Kcal)
gg)te'”as corporais 9,18 9,24 0,06 071 9,30 9,28 -0,02 0,97
Minerais (kg) 3,07 3,09 0,02 0,71 3,13 3,10 -0,03 0,87
Gordura visceral 11,20 11,20 0,00 1,00 12,00 11,60 -0,40 0,80
Circunferéncia de 31,57 31,10 -0,47 0,12 31,94 31,42 -0,52 0,79
braco (cm)
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Circunferéncia de
térax (cm)

Circunferéncia de
cintura (cm)

Circunferéncia de
quadril (cm)

Circunferéncia
abdominal (cm)

Circunferéncia de
coxa (cm)

Circunferéncia de
panturrilha (cm)

Relacéo
cintura/quadril (cm)

97,42 97,50 0,08 0,92 98,10 97,28 -0,82
82,86 83,34 0,48 0,65 8454 84,70 0,16
104,06 104,60 0,54 0,44 105,72 104,80 -0,92
88,46 89,42 0,96 0,52 90,52 88,56 -1,96
55,62 56,22 0,60 0,59 56,86 55,80 -1,06
38,28 37,94 -0,34 0,08 38,56 38,60 0,04
0,80 0,80 0,00 1,00 0,81 0,80 -0,01

0,88

0,98

0,72

0,68

0,83

0,98

0,85

Resultados obtidos por andlise de variancia (ANOVA) ou por Modelos Lineares Generalizados (GLM) e teste

de Duncan (P<0,05).

Vieira, et. al (2020) promoveram um ensaio clinico que avaliou o efeito do
consumo de uma bebida prebidtica enriquecida com OPN nos parametros
antropométricos de mulheres. Neste estudo, foi observada reducdo do peso, da
circunferéncia da cintura e porcentagem de gordura corporal. Os autores relacionam
este resultado ao teor de fibras, proteinas e compostos fendlicos da farinha de OPN.
Em outro estudo publicado em 2019, o consumo de farinha de OPN em cookies nao
promoveu alteracdo de parametros antropométricos, de composicdo corporal e

bioquimicos (VIEIRA, et al. 2019), assim como no presente estudo.

Probiodticos e simbidticos podem atuar na recuperacdo das “tight junctions”
entre as células epiteliais, reduzindo a permeabilidade intestinal, evitando a
translocacao de bactérias e, consequentemente, reduzindo a inflamacéao derivada dos
lipopolissacarideos (LPS). Tal mecanismo favorece o aumento da sensibilidade a
insulina, aumentando a saciedade e reduzindo a ingestdo calérica (ALVAREZ-
ARRANO; MARTIN-PELAEZ, 2021). Levando em consideracdo os resultados
encontrados neste e nos outros dois ensaios clinicos citados, é possivel afirmar que o
consumo de OPN isolada, sem alteracdo de estilo de vida, ndo é capaz de alterar os

paréametros avaliados. Por outro lado, é valido ressaltar que é necessario avaliar o
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sinergismo entre ingredientes e compostos bioativos, pois os efeitos dos alimentos

funcionais estéo relacionados a combinacédo de ingredientes do produto ofertado.

Outro fator a ser analisado é que a suplementacdo de OPN, como prebi6tico
pode ser capaz de favorecer a modulacdo intestinal, conduzindo a melhora de
parametros antropomeétricos e bioquimicos. Neste contexto, sdo necessarios estudos
gue se proponham a fazer tal avaliacdo. Outros estudos indicam que simbidticos tem
potencial para auxiliar na perda de peso e percentual de gordura corporal, em
pacientes com sobrepeso e obesidade (SAEZ-LARA, 2016; AOUN; DARWISH:;
HAMOD, 2020; ALVAREZ-ARRANO; MARTIN-PELAEZ, 2021).

3.4.4 Parametros bioquimicos:

Foi observado um aumento significativo de cortisol apds o consumo de OPN,
conforme apresentado na tabela 6. O cortisol € um marcador da resposta humana ao
estresse e contribui para a modulacdo do sistema imunoldgico, cardiovascular e
disponibilidade de energia. Até 0 momento, sabe-se que o aumento dos niveis de
cortisol pode ser observado logo ap6s a ingestdo de alimentos ricos em calorias, mas
também apos longos periodos de jejum, ndo havendo consenso até o momento, a
respeito do seu comportamento em funcao dos habitos alimentares, sexo, peso, entre
outras variaveis (COLLING, et al. 2023; TARDIO, BALDINI, SEELIG, 2023). Neste
contexto, um estudo observou que os niveis de cortisol sanguineo em homens
aumentou quando submetidos a dietas baixas em carboidratos (WHITTAKER,;
HARRIS, 2022). Levando em consideracdo que no presente estudo nédo foi proposta
nenhuma intervencdo drastica na dieta, incluindo reducdo caldrica e/ou de
carboidratos, é possivel afirmar que o aumento do cortisol ndo esta relacionado ao
stress perceptivo, relacionado a restricdo alimentar. Para avaliar clinicamente de
forma segura este dado, seriam necessarios mais dados para associa¢cdes com 0
bem-estar cognitivo e emocional, de forma que, isoladamente, este parametro néao
fornece informacdes suficientes (JAMES, et al. 2023). Além disso, nota-se que outros
parametros de stress inflamatorio, como IL-6, Relacao 1110/116, NFKb cadeia kappa

leve e relagdo NFKb cadeia kappa/lambda n&o se apresentaram alterados.
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Tabela 6. Avaliacdo de dados bioquimicos entre os tratamentos.

DADOS
BIOQUIMICOS

Hemacias
Hemoglobina
Hematocrito
VCM

HCM

CHCM

RDW

Leucdcitos
Bastonetes
Segmentados
Eosindfilos
Basdfilos
Tipicos
Mondcitos

Razao
Neut/Linfoc

Plaquetas

MPV

Ferritina
Glicose
Insulina Basal
Creatinina

Taxa de
Filtrac&do
Glomerular
Nitrogénio
ureico

Ureia

Calcio Sérico
Total

TO OPN

4,46
12,76
39,02
87,38
28,55
33,28
13,30

7,00
1,66
47,10
3,18
0,42
40,60
6,10

1,12

375,60

10,40

67,46

88,40
16,66
0,84

91,32

15,60

33,40

9,08

TRAT
OPN

4,44
12,82
38,90
87,72
28,90
32,96
13,60

6,94
1,83
45,10
3,18
0,68
42,34
6,52

1,27

332,80
10,60

68,36
103,80
32,76
0,89

83,20

12,96

27,80

8,88

DIFERENCA

P-

TOXTRAT OPN value

-0,03
+0,06
-0,12
+0,34
+0,35
-0,33
+0,30

-0,06
+0,16
-2,00
0,00
+0,26
+1,74
+0,42

+0,15

-42,80
+0,20

+0,90
+15,40
+16,10
+0,05

-8,12

-2,64

-5,60

-0,20

0,76
0,84
0,91
0,64
0,18
0,66
0,28

0,84
0,83
0,10
0,94
0,13
0,11
0,33

0,07

0,14
0,43

0,89
0,25
0,38
0,11

0,08

0,13

0,13

0,23

TO CAB

4,56
13,14
39,90
87,47
28,80
32,93
13,58

6,90
1,08
47,16
2,96
0,52
40,82
6,06

1,24

340,00
10,62

68,16
90,40
17,50
0,85

86,14

12,78

27,40

8,80

TRAT
CAB

4,48

13,10
39,62
88,41
29,20
33,04
12,92

6,48
2,20
44,04
3,42
0,60
42,90
6,92

1,98

350,40
10,60

63,00
92,60
16,56
0,88

87,74

12,32

26,40

8,84

DIFERENCA
TOXTRAT CAB

-0,08
-0,04
-0,28
+0,94
+0,41
+0,11
-0,66

-0,42
+1,12
-3,12
+0,46
+0,08
+2,08
+0,86

+0,74

+10,40
-0,02

-5,16
+2,20
-0,94
+0,04

+1,60

-0,46

-1,00

+0,04

P-
value

0,34
0,93
0,78
0,42
0,56
0,80
0,35

0,45
0,16
0,57
0,15
0,65
0,66
0,35

0,52

0,64
0,95

0,77
0,62
0,83
0,30

0,71

0,86
0,77

0,88
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Colesterol

Tor 210,60 209,80 -0,80 091 21420 196,00 -18,20 0,04
HDL 53,40 53,00 -0,40 0,93 52,00 51,40 -0,60 0,84
CH:‘[’)'ESterO' Nao 15740 156,80 -0,60 0,95 162,20 144,80 -17,40 0,08
LDL 136,80 131,60 -5,20 0,48 136,60 122,40 -14,20 0,13
Cortisol 14,40 19,28 +4.88 0,04 16,52 13,54 -2.98 0,14
Interleucina-6 4,48 3,70 0,78 0,76 3,68 3,00 -0,68 0,48
Interleucina-10 4,90 4,90 0,00 1,00 4,90 4,90 0,00 1,00
Relacéo -
o 1,70 1,94 +0,23 0,65 1,96 1,90 0,06 0,64
E:fga Cadeia 51449 325,60 +12,20 0,17 330,20 311,60 -18,60 0,20
Lambda 182,60 201,00 +18,40 003 196,40 188,00 -8,40 035
Cadeia Leve
Relacéo

1,74 1 - 24 1,7 1 -0,04 1
Kappa/Lambda ’ 66 0,08 0, 70 66 0,0 0,18

Resultados obtidos por andlise de variancia (ANOVA) ou por Modelos Lineares Generalizados (GLM) e teste
de Duncan (P<0,05).

A dosagem de colesterol total no plasma sanguineo se apresentou
significativamente diminuida (p<0,05) ap6és o consumo de CAB. N&o foram
observadas alteracdes significativas nos demais parametros de lipideos sanguineos.
Estudos em ratos também demonstraram efeitos hipocolesterolémicos associados a
administracdo de extratos de couve, em diferentes concentracdes. Tais resultados
foram relacionados a diminuicdo da expressao génica da lipogénese hepatica, acido
graxo sintase e diminuicdo da adipogénese (NANNA, et al. 2019; RAYCHAUDHURI,
et al. 2021; SHAFI, DHIMAN, MUKHERJEE, 2024).

N&do foram observadas outras alteracbes em parametros bioquimicos
decorrentes do consumo de OPN. Vale ressaltar, contudo, que ndo havia um cenario
prévio de sindrome metabdlica dentre as médias das voluntarias avaliadas e que,
durante o estudo, ndo houve desenvolvimento da mesma. O presente estudo se
propods a testar o efeito do consumo de OPN em dose superior ao publicado por Vieira,
et. al. (2019), a fim de avaliar o efeito da dose-resposta do alimento a saide humana.

Desta forma, ressalta-se que, o consumo de alimentos com potencial funcional é de
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interesse no tratamento da obesidade, contudo, por se tratar de uma doenca
multifatorial, sdo necessarias condutas diversas, incluindo adequacéao do estilo de vida
e intervencbes comportamentais para um tratamento efetivo (ELMALEH-SACHS,
2024).

4. CONCLUSAO

A farinha de OPN apresenta potencial funcional, evidenciado pela acdo
antioxidante e pela presenca de compostos bioativos, como &cido galico e rutina. Seu
consumo nao alterou significativamente o padréo alimentar de mulheres com
sobrepeso e nao foi capaz de alterar significativamente parametros antropomeétricos e
bioquimicos avaliados. Sao necessarios mais estudos que avaliem seu potencial como
fonte prebittica em associa¢des simbioticas, na saude humana. O consumo deOPN é
encorajado, por se tratar de um alimento com potencial bioativo e funcional, mas, de
forma isolada, ndo é capaz de favorecer o tratamento da obesidade. Sendo assim seu
consumo deve ser associado a alteracdo do estilo de vida e intervencdes

comportamentais.

5. AGRADECIMENTOS

A Fundac&o de Amparo a Pesquisa do Espirito Santo (FAPES) pela Concess&o

de bolsa de doutorado, do edital universal e taxa de bancada.
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