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RESUMO

Sementes, rizomas e tubérculos sdo geralmente boas fontes de moléculas bioativas, as quais estdo
relacionadas a promogdo da saude, as proteinas e outros compostos oriundos de fontes vegetais, vem
ganhando relevancia em pesquisas cientificas. Considerando que o consumo do tubérculo de inhame
(Dioscorea cayennensis) faz parte do habito alimentar brasileiro, faz-se necessario o estudo das
proteinas presentes neste vegetal. O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar bioquimicamente a
fracdo proteica dioscorina (FPD) presente nos tubérculos de D. cayennensis, detectando a presenca de
compostos antinutricionais e atividades biolégicas antioxidante, antibacteriana e antifungica. O
isolamento do FPD foi realizado com a extragdo proteica em Tris-HCI 0,05M pH 8,3, seguido de
precipitacdo em Sulfato de Amoénio (Fas-7s). A massa molecular da FPD foi determinada por SDS-PAGE
e MALDI-ToF. Caracterizado pela presenca de um componente majoritdrio com massa de
aproximadamente 28 kDa, correspondente a dioscorina. Quando submetida a testes de avaliacdo da
presenca de fitoquimicos e compostos antinutricionais (lectinas e inibidores de tripsina), ndo foi
detectada na FPD a presenca destes compostos avaliados. A composi¢cdo aminoacidica da fragdo foi
determinada e a atividade antioxidante estimada pelos métodos de ABTS e DPPH. Acido glutamico,
Acido Aspartico e Arginina foram os aminoacidos que apresentaram maiores teores na FPD, o que
explica a atividade antioxidante verificada, sugerindo que a interagdo destes aminoacidos parece atuar
em moléculas reativas tornando-as estaveis. Por fim, na avaliacdo da atividade antibacteriana e
antifungica do extrato total e FPD frente a diferentes cepas de micro-organismos, foi detectado potencial

antibacteriano entre 50-500 pg/mL de proteina para inibi¢do do crescimento da cepa L. monocytogenes.

Palavras-chaves: Compostos Bioativos, Proteinas, Dioscorina, Antibacteriano, Antioxidante.
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ABSTRACT

Seeds, rhizomes and tubers are welcomed with sources of bioactive molecules, which are related to
health promotion, such as proteins and other components of plant sources. (Dioscorea cayennensis) is
part of the Brazilian food habit, it is necessary to study the proteins present in this plant. The objective
of this work was to isolate and characterize biochemically the dioscorin proteic fraction (DPF) present
in the tubers of D. cayennensis, characterizing the presence of antinutritional compounds and
antioxidant, antibacterial and antifungal biological activities. Isolation of DPF was performed with
protein extraction in Tris-HCI 0.05M pH 8.3, followed by precipitation in Ammonium Sulfate (Fas.7s).
The molecular weight of DPF was determined by SDS-PAGE and MALDI-ToF, characterized by the
presence of a major component with a mass of approximately 28 kDa corresponding to dioscorin. When
tested for the presence of phytochemicals and antinutritional compounds (lectins and trypsin inhibitors),
the presence of these compounds was not detected in the DPF. The amino acid composition of the
fraction was determined and the antioxidant activity estimated by the ABTS and DPPH methods.
Glutamic acid, Aspartic acid and Arginine were the amino acids that showed higher levels in DPF, which
explains the antioxidant activity, suggesting that the interaction of these amino acids seems to act on
reactive molecules making them stable. Finally, in the evaluation of the antibacterial and antifungal
activity of the total extract and DPF against different strains of microorganisms, an antibacterial
potential was detected between 50-500 pug/mL of protein for inhibition of the growth of strain of L.

monocytogenes.

Key-words: Bioactives Compounds, Proteins, Dioscorin, Antibacterial, Anti-fungal.
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1. INTRODUCAO

1.1 Caracterizacdo botanica e nutricional do inhame Dioscorea spp.

O inhame pertence a familia Dioscoreaceae, cujo género, Dioscorea, possui mais de
600 espécies e variedades, com fécil adaptacéo as regides de clima tropical. Dessas, 14 espécies
tém seus rizoforos/tubérculos utilizados como alimento, sendo D. esculenta, D. cayennensis.
D. alata e D. rotundata as mais cultivadas (KASASIAN, 1978; HEREDIA; VIEIRA;
MINUZZI, 2000; MONTEIRO; PERESSIN, 2002; BRESSAN, 2005). A classificagéo
taxondmica da planta foi descrita pelo Servigo de Conservacao e Pesquisa Naturais (NRCS) do
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) em 2016 (Tabela 1).

Tabela 1. Taxonomia do inhame (Dioscorea spp.)

Classificacdo Nome Cientifico — Nome Comum
Reino Plantae — Plantas
Sub-reino Tracheobionta — Plantas Vasculares
Subdiviséo Spermatophyta — Plantas de Sementes
Divisao Magnoliophyta — Plantas de Florescéncia
Classe Liliopsida — Monocotiledéneas
Subclasse Liliidae
Ordem Liliales
Familia Dioscoreaceae — Familia do Inhame
Género Dioscorea L. — Inhame

Fonte: USDA, 2016.

Esses tubérculos, do ponto de vista nutricional, sdo ricos em carboidratos (amido),
proteinas, vitaminas e minerais (fosforo, célcio e ferro), além de varios componentes como
acidos organicos. Entre as vitaminas, encontra-se presente a tiamina (B1), a piridoxina (B6) e
a vitamina C. Além disso, possui baixo conteudo lipidico e baixo indice glicémico, sendo
facilmente assimilado pelo organismo e indicado a pacientes com diabetes no controle da
hiperglicemia (RAMOS FILHO, et al., 1997; HEREDIA; VIEIRA; MINUZZI, 2002;
LEONEL; CEREDA, 2002; HUANG; CHEN; WANG, 2007).

Segundo MOURA (2006), o cara da costa ou inhame da Costa (Dioscorea cayennensis),
o inhame mais comercializado no Brasil, se caracteriza por possuir caule herbaceo, escandente
(trepador), com formacdo de tubérculos em seu sistema radicular rizomético (MESQUITA,
2002). Na ultima década, vem sendo desenvolvidos produtos a base de farinha para o preparo
de massas e outros produtos minimamente processados (TAVARES, 2009; BRITO et al., 2011,
MONTEIRO, 2013).
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1.2 Cultivo e utilizacdo de raizes e tubérculos

A producdo de alimentos naturais ricos em nutrientes para 0 consumo ganha espacgo no
mercado, uma vez que a populacdo passou a buscar habitos alimentares mais saudaveis. O
cultivo de raizes e tubérculos como batata (Solanum tuberosum), batata-doce (Ipomoea
batatas), mandioca (Manihot esculenta) e inhame (Dioscorea spp.) apresenta vital importancia
nos paises localizados nos trépicos imidos e subumidos onde ndo ha grande producao de cereais
(DIOP; CALVERLEY, 1998). Tais culturas desenvolvem-se bem em condig¢des climaticas e de
solo ideais ou seja, com precipitacdes pluviométricas anuais variando de 1.000 a 1.600
milimetros, gradiente térmico de 24 a 39 °C e umidade relativa do ar variando de 60-70%
(SANTOS et al., 2007).

Segundo a Food and Agriculture Organization (FAQO), em 2014 o Brasil ocupou o
segundo lugar no ranking de maior produtor de inhame da América do Sul, com uma producéo

estimada em aproximadamente 245.000 t em 2013 (Figura 1).

Figura 1. Producédo de inhame Dioscorea cayennensis na América do Sul e Brasil
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A produgdo de inhame tem se desenvolvido mundialmente em solos de paises com
condigdes climéticas favoraveis. O continente africano foi responsavel em 2014 por 96% da
producdo e 95,4% da area plantada mundial (FAO, 2014). Neste, a Nigéria destacou-se como
maior pais produtor com 7.115.500 t distribuidas em 2.889.050 ha, perfazendo uma média de
12,84 t/ha. Embora seja o maior produtor, a Nigéria ndo detém a maior produtividade; pois
paises com melhor nivel tecnolégico como o Japdo, apresentam produtividade relativa da ordem
de 23,76 t/ha (FAO, 2014).

Segundo BRITO et al. (2011), cerca de 32% do total produzido de tubérculos de inhame
no continente sulamericano veio do Brasil, sendo a regido nordeste aquela que apresenta a maior
producdo nacional de inhame, com destaque para os estados da Paraiba, Pernambuco, Bahia,
Alagoas, Sergipe e Maranhao. Nesses estados, as condi¢des edafoclimaticas (relativas a clima
e solo) sdo ideais e favoraveis ao cultivo e producdo do inhame. Isso justifica a maior
concentracdo da producdo na regido nordeste, onde vivencia-se o aumento da atividade agricola
com potencial promissor de expansdo comercial dessa cultura. Apesar de possuir um consumo
demandado pelo mercado interno (regional), o qual atualmente, absorve a maior parte da
producdo, existe a comercializacdo do tubérculo para o mercado externo, representando uma
importante opcao de negdcio em funcdo dos precos oferecidos (MENDES et al., 2013).

Na produgéo dos campos da regido nordeste do Brasil, predomina o cultivo de inhames
das espécies Dioscorea cayennensis e Dioscorea rotundata. O primeiro conhecido é o cara-da-
costa ou inhame-da-costa; ja na regido sudeste do pais, predomina o cultivo do inhame
Dioscorea alata, conhecido popularmente como cara de Sdo Tomé (ANDRADE, 2007). Juntos,
os estados de Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Espirito Santo, respondem por
um total de 90% da producéo total de inhames do pais (MESQUITA, 2001).

Os produtos advindos do cultivo dessas plantas sdo: as fibras, extraidas das partes aéreas
comestiveis (folhas), e a fécula, produto amilaceo extraido das partes subterraneas comestiveis
(tubérculos, raizes e rizomas) (BRASIL, 1978).

Além do consumo dos tubérculos e rizomas, as folhas de tais plantas sdo utilizadas em
alguns paises da Africa para fabricacio de farinha, servindo como complemento nutricional da
dieta regular (AWOYINGA et al., 1995). Apesar do elevado potencial nutritivo dessas folhas,
seu consumo pode ser limitado devido a possibilidade de presenca de fatores antinutricionais,
como ocorre nas folhas da mandioca (Manihot esculenta), que possuem lectinas, entre outras
moléculas bioativas que podem alterar o processo digestivo do consumidor (SILVA; SILVA,
2000).
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A maior parte da produgdo nacional de inhame é direcionada a culinéria. Sendo
aproveitada em sua maioria o tubérculo, que é um alimento bastante utilizado no preparo de
sopas, misturas para paes, cozidos com carnes e assados. Sendo assim, o inhame € um alimento
bastante popular, principalmente nas regides do norte, nordeste e sudeste brasileiro
(MONTEIRO, PERESSIN, 2002).

Dentre as muitas espécies de inhames cultivadas e exploradas comercialmente no Brasil,
D. cayennensis se destaca. Essa espécie apresenta casca marrom, polpa granulosa e
conformacdo alongada dos rizomas. Ainda apresenta alto valor calorico, sendo rico em
proteinas e em elementos tais como fosforo e potassio. A cultura ocupa, na cadeia alimentar das
regides tropicais, a mesma posi¢do que a batata ocupa nas regides temperadas (MONTEIRO,
PERESSIN, 2002).

A fécula proveniente do inhame, diferentemente daquela produzida a partir do trigo,
centeio, cevada e da aveia, apresenta a vantagem de ndo possuir gluten, sendo ideal para o
consumo por doentes alérgicos celiacos (ANDRADE, 2007).

O inhame cresce bem em solos de textura arenosa e média, suficientemente profundos,
bem drenados e arejados, férteis e ricos em matéria organica, que permitem um melhor
desenvolvimento de seus tubérculos (SANTOS, 1996; SANTOS 2002; SANTOS et al., 2006).

A forma de cultivo influencia diretamente nas caracteristicas bromatolégicas dos
tubérculos, desenvolvendo propriedades essenciais para se classificar a batata, mandioca ou
inhame em relacdo a sua aptiddo de uso (fritura, cozimento, massa). A composicao quimica
também pode variar em funcdo de fatores como condicdes climaticas, praticas culturais,
condicgdes do solo, estado de maturacdo, efeito do armazenamento e sobretudo, do tipo de
adubacdo empregada no cultivo (PEREIRA; COSTA, 1997).

A qualidade do produto final pode ser determinada pela composicdo quimica e
bioquimica dos tubérculos (PESHIN, 2000). Embora as caracteristicas fisicas e bioquimicas
dos tubérculos estejam sob controle genético e sob influéncia do ambiente, elas tendem a ser
constantes em uma mesma cultivar. Assim, cada cultivar possui caracteristicas peculiares, 0
que evidencia a necessidade de identifica-las em relacéo a sua melhor forma de utilizacdo, bem
como das possiveis atividades bioldgicas de suas moléculas, sobretudo de macromoléculas

como as proteinas.
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1.3 Proteinas vegetais em tubérculos

Substancias quimicas presentes em alimentos, os nutrientes, sdo necessarias a vida.
Essas possuem funcdes cruciais as células que constituem o0s organismos, tais como:
crescimento, manutencdo e reparo celular. Os nutrientes sdo divididos em dois grupos: 0s
macronutrientes (proteinas, lipidos e carboidratos) e os micronutrientes (vitaminas, minerais,
aminoacidos essenciais e acidos graxos). A ingestdo e absorcdo de todos os nutrientes €
essencial a promocdo e manutencdo da saude ao longo do periodo de vida, devendo ser
equilibrada e realizada em funcdo das necessidades do organismo de modo a reduzir a
prevaléncia de diversas doengas (STIPANUK; CAUDILL, 2013).

As proteinas sdo macromoléculas constituidas pela unido de aminoacidos exercendo
funcbes bioldgicas diversas nas células e organismos. Tais macromoléculas podem se
diversificar através da sequéncia aminoacidica e conformacdo tridimensional da cadeia
peptidica, resultante do processo de formacdo da proteina. Sendo este o principal objeto de
estudo de quimicos e bioquimicos ao longo dos anos. As moléculas proteicas sdo capazes de
ligar substratos, transportar informacdes e moléculas para as células, ativar ou inibir substratos
exercendo fung@es cruciais na atividade enzimética dos organismos (SHARON; LIS, 2001).

Baseado nessa premissa, estudos relacionados ao consumo de alimentos com
propriedades nutricionais que contribuam para a saude das populagdes, ingestdo de nutrientes
que apresentam alto teor de proteinas, vitaminas e minerais; tem sido considerado de grande
importancia para a comunidade (VIDAL et al., 2012). Todavia, algumas moléculas presentes
nestes alimentos, podem apresentar substancias consideradas antinutritivas e/ou tdxicas, como
cianeto, polifendis, nitrato, &cido oxalico, saponinas, inibidores de proteases e as lectinas
(SILVA et al., 2000).

Dentre tais fatores antinutricionais, os principais de natureza proteica sdo os inibidores
de proteases e as lectinas, os quais afetam o metabolismo basal e/ou crescimento de diferentes
espécies animais (PUSZTAIl et al., 1997; ARMOUR et al., 1998; SILVA; SILVA, 2000).

Os efeitos nocivos dos inibidores de proteases presentes em alimentos sao complexos.
Vaérios estudos tém atribuido efeitos deletérios, principalmente alteracbes metabolicas do
pancreas (aumento da secrecdo enzimatica, hipertrofia e hiperplasia) e reducdo da taxa de
crescimento, a presenca de inibidores de proteases em fontes alimenticias provenientes de
leguminosas e hortalicas (ALETOR; ADEOGUN, 1995; SILVA et al., 2000).

Uma dieta equilibrada deve conter proteinas, sobretudo, as de origem animal, que

possuem maior valor biologico em relagéo as advindas de fontes vegetais. Porem, as populacfes



20

de baixo poder aquisitivo tém acesso limitado a alimentos ricos em proteinas de origem animal.
A identificacdo de espécies vegetais ricas em proteinas e incentivos de cultivo e consumo destas
espéecies podem vir a contribuir para diminuir as deficiéncias nutricionais das populacdes
fornecendo alternativas nutricionais variadas, especialmente para aqueles com habitos e dietas
alimentares diferenciados (ASZTALOS et al., 2006).

As proteinas extraidas principalmente das folhas das plantas sdo denominadas leaf
proteins (proteinas foliares) e sdo encapsuladas e utilizadas por adeptos a dietas ricas em
alimentos naturais, especialmente no caso de consumo das plantas, herbaceas, podendo ser
consumido/extraido das plantas inteiras (FERNANDO, 1980).

Além do interesse do ponto de vista nutricional, tais moléculas bioldgicas tém sido
bastante exploradas quanto ao seu potencial em aplicacdes biotecnoldgicas envolvendo as areas
de agropecuaria, nutricdo, satde e produtos quimicos industriais (VIDAL et al., 2012).

A busca por aplicagcbes e descobertas destes novos produtos naturais envolve a
investigacdo biol6gica da estrutura de carboidratos presentes em diversas células (SILVA;
SILVA, 2000). Para esse tipo de estudos, utiliza-se matrizes cromatograficas comerciais de
afinidade na caracterizacdo e purificacdo destes polissacarideos e/ou glicoconjugados (LIMA
etal., 1997).

Neste contexto, as lectinas, moléculas proteicas bioativas advindas de produtos naturais,
tém sido amplamente empregadas na caracterizacdo de grupos sanguineos, principalmente por
bancos de sangue (SHARON; LIS, 1998). Ainda verifica-se que as lectinas possam avaliar a
estimulacdo da mitogénese de linfécitos, abrindo novas perspectivas no campo da imunologia
(SHARON:; LIS, 2004).

A acdo em células cancerigenas, sendo utilizadas nos estudos de oncogénese
(SHARON; LIS, 2004); e como agentes defensivos na agricultura, em funcdo de sua acédo
fungicida, bactericida e inseticida (GAIDAMASHVILI; VAN STADEN, 2002; PEUMANS et
al., 2000).

Produtos naturais contendo fatores antinutricionais como lectinas podem reconhecer
residuos de carboidratos presentes nas células intestinais, exercendo sua funcdo de ligacéo.
Devido a ligagdo destas moléculas aos receptores glicosilados das células intestinais, tais
proteinas interferem na digestdo, absorcédo e utilizacdo de nutrientes, devido a paralisacdo do
transporte dos nutrientes e a absor¢édo de substancias nocivas. No entanto, 0 exato mecanismo
de acdo de muitas dessas moléculas ainda ndo elucidado, logo ha necessidade de realizar
pesquisas que possam auxiliar na determinacgéo destes processos moleculares (CZAPLA, 1997,
NEVEL et al., 1998; TINJUANGUJUN, 2002).
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1.4 Atividades bioldgicas das proteinas do inhame Dioscorea spp.

Plantas de raizes tuberosas s@o vulneraveis a estresses causados pela natureza abidtica,
principalmente aos danos mecénicos causados pela colheita, transporte e armazenagem, o que
esta relacionada a sua perecibilidade (VALDERRAMA; MARANGONI; CLEMENTE; 2001).
Tubeérculos de espécies amildceas como mandioca (Manihot esculenta), taro (Colocasia
esculenta), batata-doce (Ipomoea batatas), batata inglesa (Solanum tuberosum) e inhame
(Dioscorea spp.) tém capacidade de aproveitar os eventuais periodos de chuvas e compostos
enriquecidos do solo. Esses vegetais lancam méo destes artificios para sobreviver e transformar
seu contetido organico, modificando suas estruturas moleculares de interacdo com organismos
colaboradores e consumidores (BEZERRA et al., 2002; FAGUNDES et al., 2009).

Anélises experimentais dos compostos bioativos presentes em inhames (Dioscorea spp.)
tém sido descritas ao longo dos anos. CONLAN et al. (1997) isolaram e purificaram
parcialmente a dioscorina, principal proteina do inhame Dioscorea cayennensis. A massa
molecular da proteina soluvel foi determinada (aproximadamente de 31 kDa) e observou-se seis
formas isbmeras com pontos isoelétricos pls em torno de 5,68 — 6,38. A sequéncia aminoacidica
da proteina é similar a enzima anidrase carb6nica, mas seus sitios de ativacdo sdo diferentes;
testes de imuno localizagdo mostraram que a Dioscorina se acumula principalmente em
vacuolos das células vegetais dos tubérculos (LIN et al., 2009).

As caracteristicas estruturais da dioscorina em diversas espécies do género Dioscorea
spp. foram descritas por varios pesquisadores, em muitas partes do mundo (LU et al., 2012).
Pode ser observado que a principal proteina do inhame, a dioscorina, possui modificacdo
molecular e estrutural entre espécies, inclusive relacionada ao solo onde ocorreu seu
desenvolvimento. O peso molecular dessa proteina ja isolada em diferentes espécies de inhame

encontra-se na Tabela 2.

Tabela 2. Massa molecular da dioscorina em diferentes espécies de inhames

Geénero e Espécies Peso Molecular Pesquisadores
D. cayennensis 31 kDa Conlan et al., 1997
D. alata 33 kDa Liao; Tseng; Chen, 2006
D. genus 32 kDa Pérez et al., 2014
D. esculenta 29 kDa Prabowo; Estiasih; Purwantiningrum, 2014
D. opposita 32 kDa Tsulamoto et al., 1984
D. japbnica 28 kDa Xue et al., 2012

D. pseudojaponica 29 kDa Lin et al., 2009
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Modificagcbes moleculares presentes em diferentes espécies de inhame resultam de
diferentes condicdes de cultivo e atividades de substancias isoladas provenientes dos extratos
do inhame. Atividades de proteinas biologicamente ativas como as lectinas, que apresentam
pelo menos um dominio ndo catalitico e capacidade de ligacdo especifica e reversivel a mono
ou oligossacarideos, foram relatadas apenas em tubérculos do inhame D. batatas. Tais
moléculas possuem atividade aglutinante de células sanguineas como forma de detec¢éo de sua
presenca em extratos proteicos (LU et al., 2012).

Estudos realizados com tubérculos de D. opposita por NAGAI et al. (2005) mostraram
que a dioscorina apresentou um elevado efeito antioxidante, com sequestro de espécies reativas
de oxigénio para anions de radicais superoxidos e radicais de hidroxilas. Além disso, essa
dioscorina, mostrou uma alta atividade inibitoria da enzima conversora de angiotensina | (ECA
1), sendo esta atividade reportada anteriormente para tubérculos de D. alata (TSAI; TAI, 1984).

Estudos sobre acdo da dioscorina e de peptideos ativos de mucilagem em tubérculos de
inhames em Taiwan e de outras cultivares chinesas das espécie D. alata. e D. batatas, exercendo
atividade inibitoria da ECA 1, ja foram feitos por diversos autores (CHEN et al., 2004; CHANG
etal., 2004; HOU et al., 2002; HOU et al., 2001; HUS et al., 2002).

LU et al. (2012), descreveram atividades diversas para a molécula da dioscorina isolada
de diferentes espécies de Dioscorea spp. (Tabela 3).

Tabela 3. Atividade biol6gica nas espécies de inhame Dioscorea spp.

Atividade Biolégica Espécies e género Dioscorea spp..
a-CAs D. batatas; D. alata; D. pseudojaponica
Anti-hipertensiva D. alata
Antioxidantes D. batatas
Imunomodulatéria D. alata; D. japbnica
Atividade Lectinica D. batatas
Protecdo Epitelial - Vias Aéreas D. batatas; D. alata

Fonte: LU et al., (2012)

1.4.1 Atividade Anti-Inflamatoria

Os diversos compostos presentes no inhame, ao serem absorvidos pelo organismo,
atuam sinergicamente promovendo acdo anti-inflamatoria nos animais. Moléculas vegetais
como as antocianinas presentes em tubérculos de Dioscorea spp, estdo envolvidas no processo
de defesa imunoldgica do consumidor destes alimentos, visto que além de acdo anti-
inflamatdria, apresentam elevados indices de atividade antioxidante (BOUIC, 2001; CAMBIE;
FERGUSON, 2003; SUBARNAS; WAGNER, 2000; OSZMIANSKI, 2001).
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Segundo SHANG et al. (2004), em ensaios realizados in vivo administrando dioscorina
de tubérculos de D. alata por via oral durante de 21 dias, verificaram, através da analise das
fezes dos animais, que houve aumento das Placas de Peyer e secrecdo de IgA. O que resultava
do aumento na resposta imune da mucosa intestinal, onde em pratica a molecula contribuia para

tal agdo, assim pode ser usada para expulsar patdgenos invasores e comensais.

1.4.2 Atividade Antiflngica

As plantas medicinais e 0s vegetais que compdem a dieta das popula¢Ges possuem uma
grande riqueza quimica em principios ativos microbicidas. Sdo fontes potenciais de
biomoléculas ativas e podem ser empregadas na defesa de plantas contra fitopatdgenos e na
estimulacdo da atividade imune contra predadores (RODRIGUES et al., 2006). Esses
compostos bioativos pertencem a varias classes distintas de substancias quimicas, tais como:
alcaloides, terpenos, lignanas, flavonoides, cumarinas, benzendides, quinonas, xantonas,
lactonas e esteroides, saponinas, entre outras (DI STASI; 1996).

A diversidade de substancias bioativas das plantas estimula a execugdo de pesquisas
envolvendo o0 uso de extratos vegetais naturais no intuito de explorar suas propriedades
bactericidas e fungicidas (FRANZENER; 2003).

Um dos principais problemas na prestacdo dos servi¢os de salde sdo as infeccOes
hospitalares causadas por fungos. Segundo informacdes do Sistema Nacional de Vigilancia das
Infec¢bes Hospitalares dos Estados Unidos, a prevaléncia destas infec¢Bes flngicas passou de
6% em 1980 para 10,4% em 1990. Cerca de 80% dessas infec¢des foram causadas por leveduras
do género Candida sp (MEDRANO et al., 2006). Sdo conhecidas 200 espécies de Candida sp.
Destas, 10% estdo associadas a infecgdes em humanos; sendo C. albicans a principal espécie
envolvida na maioria dos casos de infeccdo hospitalar, embora espécies como C. tropicalis, C.
glabrata e C. parapsilosis também sejam descritas como envolvidas (MALUCHE; SANTOS,
2008).

Algumas proteinas extraidas e purificadas de tubérculos ja tiveram sua atividade
inibitéria ao crescimento de fungos relatada. Dessa maneira, a tarocistatina, fitocistatina
presente nos tubérculos do taro (Colocasia esculenta), apresentou atividade antifingica
causando efeito toxico ao crescimento do micélio do fungo fitopatogénico Sclerotium rofsii
Sacc. A referida molécula também demonstrou capacidade de bloquear a cisteina protease
enddgena do micélio fangico (YANG; YEH, 2005).
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1.4.3 Atividade Antitumoral

Atualmente, os compostos naturais bioativos séo utilizados em suplementos alimentares
e farmacos no intuito de reduzir os efeitos da exposicao aos radicais livres e prevenir o estresse
oxidativo advindo do ambiente e outros fatores externos. Dentre 0s compostos quimicos
envolvidos em atividades antioxidantes e anticancer, tem merecido atencdo os triterpenos,
saponinas esteroidais, flavonoides, entre outros (BERHOW, et al., 2000; KERWIN, 2004).

Experimentos realizados com a dioscorina extraida de tubérculos de D. alata, apontaram
0 potencial dessa proteina na inibigdo do crescimento de células tumorais (cranco humano),
como também sua citotoxicidade, uma vez que essa molécula induzia a apoptose em células
com desordem tumoral. A anélise fitoquimica dos componentes anticancerigenos presentes no
extrato revelou, ainda, sua propriedade antioxidante, com elevada acdo contra os radicais livres
(DAS ABHISHEK et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo Geral

O estudo teve como objetivo geral isolar e caracterizar bioquimicamente a fragdo
proteica dioscorina (FPD) em tubérculos de Dioscorea cayennensis e bioprospectar quanto a

presenca de compostos antinutricionais e atividades biologicas.

2.2 Objetivos Especificos

e Isolar e caracrerizar bioquimicamente a FPD em tubérculos de Dioscorea cayennensis;
e Determinar a massa molecular das proteinas que constituem a frag&o;

o Verificar a presenca de compostos antinutricionais (lectinas e inibidores de tripsina);

e Analisar a composi¢cdo de aminoacidos do FPD;

e Determinar o potencial antioxidante frente ao sequestro de radicais (ABTS e DPPH);

e Auvaliar as atividades antibacteriana e antiflngica;
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1. Introdugéo

Os nutrientes sdo substancias quimicas presentes em alimentos, necessarios a vida;
possuem funcgdes cruciais as células que constituem os organismos, tais como crescimento,
manutencdo e reparo celular (STIPANUK; CAUDILL, 2013). Atualmente, os estudos
relevantes, relacionam o consumo de alimentos com propriedades nutricionais que contribuam
para a salde, com a ingestdo/absorcao de compostos bioativos, tais como proteinas, vitaminas
e minerais. Entretanto, algumas moléculas presentes nestes alimentos também podem
apresentar substancias consideradas antinutritivas e/ou toxicas, como cianeto, polifendis,
nitrato, &cido oxalico, saponinas, inibidores de proteases e lectinas (SILVA et al., 2010;
PUSZTAIl etal., 1997; ARMOUR et al., 1998).

Além do interesse do ponto de vista nutricional, tais biomoléculas supracitadas tém sido
bastante exploradas devido ao seu potencial em aplica¢des biotecnoldgicas envolvendo as areas
de agropecuéria, nutricdo, satde e produtos quimicos industriais. Particularmente, o cultivo de
raizes e tubérculos alimentares como batata (Solanum tuberosum), batata-doce (Ipomoea
batatas), mandioca (Manihot esculenta) e inhame (Dioscorea spp.) sdo de grande importancia
alimentar em paises localizados nos trépicos imidos e subimidos onde ndo ha grande producéo
de cereais (ZANONLL, 2009; DIOP; CALVERLEY, 1998).

Rizomas e tubérculos sdo geralmente ricos em carboidratos, proteinas, vitaminas,
minerais e &cidos organicos. Entre as vitaminas cita-se principalmente a tiamina (B1),
riboflavina (B2), niacina (B3), piridoxina (B6) e a vitamina C. Possuem ainda antocianinas,
fitosterois, glicolipidios, antioxidantes, além de apresentar baixo contetdo lipidico, sendo
considerado como fonte alimentar ideal para criancas e celiacos (RAMOS; RAMOS; HIANE,
1997).

A ampla variedade do consumo de tubérculos, com destaque para o consumo do inhame
na regido nordeste do Brasil, torna essencial sua melhor caracterizagdo nutricional, toxicoldgica
e bioquimica, bem como os compostos bioativos oriundos deste tubérculo.

Analises experimentais da dioscorina, principal proteina presente em diversas
variedades de inhames (Dioscorea spp.) tem sido realizada ao longo dos anos por diversos
pesquisadores; nestas, testes de imunolocalizagdo mostraram que a dioscorina se acumula,
principalmente, em vacutolos das células vegetais dos tubérculos (CONLAN et al., 1997).

Bioguimicamente, a dioscorina de diversas espécies do género Dioscorea spp. apresenta
modificacfes moleculares e estruturais, tanto a nivel de espécies e variedades como, também,

devido ao desenvolvimento em diferentes solos (LU et al., 2012). Apesar disso, até 0 momento,
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em algumas espécies desse tubérculo, sdo escassas as informacdes acerca de possives funces
bioldgicas associada a esse concentrado de proteinas.

O objetivo do presente estudo foi isolar e caracterizar bioquimicamente a fracdo proteica
dioscorina (FPD) presente em tubérculos de Dioscorea cayennensis e bioprospectar a referida
fracdo quanto a presenca de compostos nutricionais/antinutricionais e atividades bioldgicas:

antioxidante, antibacteriana e antifingica.

2. Metodologia

2.1. Materiais

Os tubérculos do inhame D. cayennensis, foram adquiridos da estacdo experimental do
campus UFPB/Areia. Os radicais DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil) e ABTS (2,2’-azinobis-(3-
ethylbenzothiazoline)-6-sulfonic acid), (Trolox) 6-hydroxy-2,5,7,8- tetramethylchroman-2-
carboxylic acid, enzima tripsina bovina, DL-BAPNA ( DLbenzoil-arginina-paranitroanilida e
resarzurina sodica foram obtidos da Sigma-Aldrich® (St.Louis, MO, EUA). O marcador de
peso molecular foi adquirido da GE Heatchcare. Os solventes e demais reagentes quimicos

utilizados foram de grau analitico.

2.2. Separacdo da Mucilagem e Extracao de Proteinas

Os tubérculos, previamente higienizados, passaram pelo processo de separacdo da
mucilagem e obtencdo da farinha ultrafina (FU), conforme descrito por Guerreiro (2002) com
ligeiras adaptacdes, descritas na Fig. 1. A farinha ultrafina foi submetida a extracdo proteica
sob agitacdo constante durante 3 horas em solucéo tampéao: Tris HCI 0,05M ph 8,3 na proporc¢éo
de 1:10 (p/v) e, ao término do tempo, o extrato resultante foi centrifugado a 5000rpm. O
sobrenadante obtido (extrato total solGvel - ET) foi filtrado em filtro qualitativo e conservado
em refrigeracdo. A Figura 1 ilustra o fluxograma das operacdes realizadas para a obtengédo da
farinha ultrafina separada da mucilagem de inhame e extracdo de proteinas presentes nos

tubérculos.

2.3. Precipitagdo de Proteinas — Salting Out
A precipitacdo proteica do extrato total soltvel foi feita conforme Lin et al., (2009)

utilizando o sulfato de aménio para obtencdo da fragao 45 — 75% (Fas-75), feita overnight durante
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18 horas em ambiente refrigerado a 8°C. Em seguida, houve a centrifugagéo a 5000 rpm por 20
minutos a 4 °C, sendo o precipitado obtido (120mL — precipitado/2L de Extrato) acumulado
para uso nos experimentos seguintes.

Este material foi dialisado em sacos porosos com limite de exclusdo molecular de 8 kDa
contra &gua destilada na proporgdo de 1:10 (p/v). Apds dialise, a amostra foi liofilizada e
estocada em temperatura de 4°C para as analises posteriores. O material liofilizado foi

denominado Fracdo Protéica Dioscorina (FPD).

Figura 1. Fluxograma para obtencdo da farinha ultrafina (FU)
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2.4. Determinacao de Proteinas SolUveis

A concentracdo de proteinas solUveis presentes no ET, foi determinada de acordo com
0 método descrito por Bradford (1976), utilizando a albumina sérica bovina (BSA) como
padrdo. Para isso, as amostras (100 pL), adicionadas de 2,5 mL do reagente de Bradford
(Bioagency), foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente (25°C + 3). A
concentracdo de proteinas foi determinada por leitura espectrofotométrica, em comprimento de
onda de 595 nm.

2.5. Andlise Fitoquimica

O ET e FPD foram fitoquimicamente caracterizados para determinar as classes de
compostos existentes no material bioldgico em estudo, de acordo com Ayoola et al., (2008)
com algumas adaptacoes.

Para cada um dos metabdlitos secundarios e demais constituintes analisados foram
utilizadas técnicas especificas como: saponinas (teste de espuma-agitacdo); taninos (reacdo com
cloreto férrico/acetato de chumbo/gelatina); antocianinas, antocianidinas e flavonoides (teste
de variacdo do pH/aquecimento); catequinas (reacdo com &cido cloridrico/aquecimento),
flavondis e xantonas (reacdo com magnésio granulado/acido cloridrico/aquecimento). A
presenca ou auséncia destes fitoconstituintes no estudo foi verificada qualitativamente a partir

da observacao da reacdo caracteristica esperada ou néo.

2.6. Determinacgao da Massa Molecular — Eletroforese SDS-PAGE

O perfil de proteinas presentes na fracdo foi determinado por eletroforese em gel de
poliacrilamida em presenca de SDS, conforme metodologia de Laemmli (1970), adaptada para
0 uso em placas. O ET e FPD foram solubilizadas em tamp&o de amostra Tris-HCI 0,625M, pH
6,7, contendo azul de bromofenol a 1%, SDS 10%, glicerol e B-mercaptoetanol 5%. Em
seguida, as amostras foram aquecidas em estufa a 100°C durante 10 minutos, centrifugadas por
5 minutos e, por fim, 50uL de cada amostra foram aplicados em pogos presente no gel.

O gel de separacgéo foi feito com solucdo de 15% de acrilamida e bis-acrilamida e o gel
de empilhamento com solugéo 3,5%. O gel de poliacrilamida foi montado em cuba vertical de
eletroforese com tampédo de migracdo eletroforética para passagem de corrente elétrica. A

determinacdo da massa molecular das proteinas foi feita através da comparagdo das bandas
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presentes em marcador de peso molecular comercial (Full Range Molecular Weight Marker —
GE Heathcare) com massas moleculares na faixa de 9 a 200 kDa. A corrida obedeceu a
amperagem constante de 50 mA durante duas horas. Ao término da corrida, o gel foi fixado em
TCA 12,5% por uma hora, corado com solucdo contendo 0,25% de Comassie Blue R-250 em
acido acético/metanol/agua (1:4:5). Para revelacdo, foi utilizado a solugdo descorante contendo
30% de etanol e 10% de acido acético.

2.7. Determinacdo da massa molecular por espectrometria de massas (MALDI-ToF)

As massas moleculares das proteinas presentes no FPD foram determinadas na faixa de
20 a 70 kDa por espectrometria de massas usando a técnica MALDI-ToF em equipamento
UltrafleXreme — Bruker Laser Nd: YAG, 355nm, Freq. laser: 100Hz Programa: FlexControl.
Versdao 3.0 (Bruker Daltonics). Na obtencdo dos espectros de massas, as amostras foram
solubilizadas em &gua e adicionadas na placa de MALDI em igual propor¢do com 0,5 ul de
matriz 1 alfa-ciano-4-hidroxi-acido cinamico — HCCA (10 mg/mL) em acetonitrila P. A. 50%
e acido trifluoracético (TFA) 0,3%. A partir dos espectros de massa obtidos pela técnica, o
Peptide Mass Fingerprint (PMF) foi gerado para a amostra da proteina através de comparagdo
com 0s espectros de massas ja descritos para a dioscorina por outros autores em espécies
distintas de inhame.

2.8. Composicao de Aminoacidos

A composicao aminoacidica foi realizada de acordo com o método descrito por White,
Hart, Fry (1986), onde os teores de aminoacidos foram determinados em amostras previamente
hidrolisadas com &cido cloridrico bidestilado 6N, seguido de derivacdo em pré-coluna dos
aminoacidos livres com fenilisotiocianato (PITC). A separac¢do dos derivativos feniltiocarbamil
—aminodcidos (PTC-aa) foi realizada em cromatografo liquido de alta resolucdo (VARIAN,
Waters 2690, California, USA) acoplado com coluna de fase reversa C18 (PICO-TAG, 3,9 x
150 mm). As fases moveis empregadas consistiram de um tampdo acetato de concentragdo
0,0011 g/mL e pH 6,4 e, uma solucgéo de acetonitrila a 60%. A injecdo de 20uL da amostra foi
efetuada manualmente e a deteccdo ocorreu a 254nm. A separagdo cromatografica foi realizada
a um fluxo constante de ImL/min, a temperatura de 35°C. O tempo de corrida cromatografica
foi de 21 minutos. A curva de calibrag&o foi construida com sete pontos, tracando-se um grafico

das alturas dos picos obtidos pela injecdo de 20uL da solugdo de aminoécido preparada numa
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faixa de 0,1875umol/mL a 0,25 pmol/mL. Em cada curva de calibragdo, o primeiro ponto
correspondeu ao limite de quantificacdo nas condi¢cbes empregadas, ou seja, a menor quantidade

detectavel pelo método.

2.9. Detecgdo de Compostos Antinutricionais

2.9.1 Atividade Lectinica

No ensaio para deteccdo da atividade hemaglutinante conforme Moreira, Oliveira
(1983), foi utilizado uma suspensdo de hemécias de coelho (previamente aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Paraiba sob protocolo de
namero 082/2015). O preparo de aliquotas com 3 mL de sangue em 7 mL de solucdo NaCl
0,15M. As hemacias foram submetidas a centrifugacdo a 3000 rpm. O sobrenadante foi
descartado, material contendo soro e hemécias hemolisadas, este processo foi repetido 5 vezes
para cada aliquota. Para verificar a dependéncia por cations divalentes das proteinas presentes
nos extratos, foram feitas dilui¢des do mesmo em solucdo NaCl 0,15M contendo ions (Ca*, Zn*
e Mn"). Os tubos foram incubados em estufa a 37°C, durante 30 minutos, sendo a atividade
hemaglutinante determinada macroscopicamente através da visualizacdo da aglutinacdo das

hemaécias pelos extratos testados.

2.9.2 Atividade anti-triptica

Para determinar o potencial dos compostos presentes nos extratos a atividade anti-
triptica o ensaio foi realizado de acordo com Xavier-Filho et al., (1989). As amostras foram
submetidas a ensaios para determinacdo do percentual de inibicdo da atividade enzimatica da
enzima proteinase Tripsina. A mistura de pré-incubacdo, com volume final de 1,2 mL, foi
constituida de 365 pL de tampdo Tris/HCI 0,05 M pH 7,5, 15 pL de tripsina bovina Sigma (0,3
mg/mL da enzima dissolvida em HCI 1mM,), 120 pL de HCI 0,0025M e 100 pL dos extratos
totais das amostras consideradas no estudo. Transcorrido o tempo de pré-incubacdo, a mistura
foi acrescida de 500 pL do substrato cromogénio DL-BAPNA 0,5 mM (DLbenzoil-arginina-
paranitroanilida, Sigma) e incubada durante 15 minutos, a 37°C. A reacéo foi interrompida pela
adicdo de 120 pL &cido acético a 30% (v/v) e a hidrolise do substrato ocasionado pela enzima
foi medido em espectrofotémetro a 410 nm (XAVIER-FILHO et al., 1989). O céalculo da
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atividade inibitoria foi obtido a partir da determinacdo da atividade residual da tripsina no
ensaio, de acordo com (ERLANGE; KOLOWSKY; COHEN, 1961).

2.10 Atividade Antioxidante

2.10.1 Sequestro do radical ABTSe+

Foi realizado o teste para determinacdo da atividade antioxidante pelo sequestro do
radical ABTSe+ (2,2-azino-bis-(3etil-benzotiazolina-6-acido sulfonico)) segundo Pellegrini et
al., (1999). Aliquota de 100 pL das amostras nas respectivas concentragdes proteicas: ET (21,
42 e 62 pug/mL) e FPD (23, 47 e 70 pg/mL) foi adicionada em 3 mL de solugdo ABTS (em
agua). A mistura resultante foi homogeneizada por 6 minutos na auséncia de luz seguido de
determinacdo da absorbancia em 734 nm. Os resultados foram expressos como percentual de
acdo antioxidante de ET e FPD. Os ensaios foram realizados em triplicata. Como controle
positivo foi utilizado o Trolox 1000 puM.

2.10.2 Sequestro do radical DPPH

A capacidade sequestrante do radical 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH), pelos extratos
testados foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Morales, Jimenez-Perez
(2001), com algumas adaptacdes. Em 3 mL de solucdo DPPH (em etanol absoluto) foi
adicionado 100 pL das amostras nas respectivas concentracfes proteicas: ET (21, 42 e 62
pug/mL) e FPD (23, 47 e 70 pg/mL). A mistura resultante foi homogeneizada por 80 minutos a
em constante agitacdo com abstencdo de luz. Posteriormente, as solucdes foram centrifugadas
a 14000 rpm e suas absorbancias foram espectrofotometricamente determinadas a 517 nm. Os
resultados foram expressos como percentual de acdo antioxidante no ET e FPD comparado ao
controle positivo (Trolox 1000 uM). Os ensaios foram realizados em triplicata.

2.11 Atividade Antibacteriana e Antiflingica

2.11.1 Culturas microbianas

As amostras ET e FPD foram devidamente solubilizadas em dimetil-sulféxido (DMSO)

numa proporcao de até 10 % e tween 80 a 0,02%. Em seguida, foram completadas com agua
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destilada esterilizada (g.s.p. 3mL) para obtencdo uma emulséo na concentracéo inicial de 1024
pg/mL (CLELAND; 1991; NASCIMENTO et al., 2007; PEREIRA et al., 2014).

Para os ensaios de atividade bioldgica dos produtos, foram utilizadas as seguintes cepas:

-Bactérias: Staphylococcus aureus ATCC-25923, S. aureus ATCC- 13150,
Pseudomonas aeruginosa ATCC-25853 e P. aeruginosa ATCC-9027, Salmonella spp ATCC
1408, Listeria monocytogenes, Klebsiella pneumoniae ATCC 13883, Escherichia coli ATCC
25922,

-Leveduras: Candida albicans ATCC-90028, C. albicans LM-108, Candida tropicalis
ATCC -13803, C. tropicalis LM-64,

-Fungos filamentosos: Aspergillus flavus LM-247, A. flavus LM-714.

As cepas foram mantidas em BHI e ASD a temperatura de 4 °C. Foram utilizados para
0s ensaios repiques de 24-48 horas em ASD/BHI, incubados a 35 + 2 °C. Para preparacdo do
indculo, colbnias obtidas de culturas das cepas de bactérias, leveduras e fungos filamentosos
mantidas em BHI/ASD/, foram suspensas em solucdo de NaCl 0,85% estéril e ajustadas de
acordo com o padrdo 0,5 de McFarland para obtencio de 1-5 x 10® UFC/mL (HADACEK;
GREGER, 2000; ANTUNES et al., 2006; FREIRE et al., 2014).

2.11.2 Avaliacdo de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme os protocolos de
Cleeland; Squires (1991). A determinacdo da CIM das substancias sobre cepas flngicas e
bacterianas foi feita através da técnica da microdiluicdo em caldo em placa para cultura de
celulas (TPP/ SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96 pogos. O ensaio foi realizado em
duplicata e incubado a 35 + 2 °C durante 24-48 h (bactérias e leveduras) e a temperatura
ambiente/7dias (fungos filamentosos). No ensaio com espécies bacterianas, apds o tempo de
incubagdo foram adicionados 20 pL de resarzurina sodica (Sigma-Aldrich®) na concentragio
de 0,01 % (p/v), reconhecido como indicador colorimétrico de 6xido- reducdo para bactérias.
Em paralelo, 20 pL de cloreto de trifeniltetrazolio (TTC) a 1% (Sigma-Aldrich®), um indicador
calorimétrico de oOxido-redugdo para leveduras foi adicionado (DESWAL; CHAND, 1997,
DUARTE et al., 2005).

As placas foram novamente incubadas a 35 + 2 °C durante 24-48 h. A leitura dos ensaios
para avaliar o crescimento do micro-organismo foi procedida por visualizagdo da mudanca de
coloracdo nas cavidades de azul - rosa, nos ensaios com bactérias, e de incolor para rosa nos

ensaios com leveduras. A CIM para cada produto foi definida como a menor concentracédo
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capaz de inibir visualmente o crescimento fungico e/ou verificado pela permanéncia da
coloracgéo do corante indicador de crescimento.

A atividade antimicrobiana das amostras foi interpretada e considerada como ativa ou
inativa, conforme os seguintes critérios: 50-500 pg/mL= forte/6tima atividade; 600-1500
pg/mL= moderada atividade; > acima de 1500 pg/ml~fraca atividade ou produto inativo

(HOLETZ et al., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2004).

2.12 Testes estatisticos

Os testes estatisticos foram feitos com t- Student, onde p < 0,05 (*), p< 0,01 (**),p <
0,001 (***) e p <0,0001 (****). Para realizacdo da analise foi utilizado o programa GraphPad
Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego CA, USA).

3 Resultados e Discussao

3.1 Extracdo Proteica e Obtencdo da FPD

Devido a presenca de elevados teores de carboidratos, a amostra necessitou de um
processamento complexo com etapas de separacao/precipitacdo (Fig. 1) para obtencdo de um
material rico em proteinas, conforme (GUERREIRO, 2002). Os interferentes presentes na
mucilagem do inhame representaram cerca de 60% da composicao do tubérculo. A massa inicial
teve rendimento de 40% da FU, utilizada na realizacdo de extragdo proteica para fins de
obtencgéo da FPD.

Na Tabela 1, constatam-se variacdes significativas nos teores de proteinas entre as
condicdes utilizadas de solubilizacdo das proteinas do FPD. Foi determinado a melhor forma

de solubilidade para as condi¢des 6timas necessarias para as atividades seguintes.

Tabela 1. Teores de proteinas soltveis do Extrato Total e Fragdo Proteica Dioscorina

Material Solugéo Tampéo / Solubilizagéo mg/mL
ET Tris 0,05M pH (8,3) 0,694
FPD Tris 0,05M pH (8,3) 0,365
FPD Glicina NaOH 0,02M pH (9,5) 0,413

FPD Bicarbonato de Aménio 0,05M 0,402




36

Assim, foi utilizado nos experimentos a solu¢do tampéo Glicina NaOH 0,02M pH (9,5)
para solubilizacdo do FPD, uma vez que apresentou maior concentragdo de proteinas sollveis
0,413 mg/mL. Considerando a forma de obtencdo do FPD e o teor de proteinas solUveis, 0s
resultados obtidos sdo condizentes com aqueles relatados em estudos anteriores com outras
espécies (CONLAN et al., 1997; LU et al., 2012; HSU et al., 2002; LIAO et al., 2006). Os
estudos realizados em tubérculos de mandioca (Manihot esculenta) e batata inglesa (Solanum
tuberosum) mostraram que soluc6es tampé&o na faixa de pH alcalino possuem maior capacidade
de extracdo de proteinas e que, a faixa de precipitacao salina permite a obtencdo de maiores
quantidades de proteinas estd entre 30 a 90% (KUZNETSOV; RADYUKINA,;
SHEVYAKOVA, 2006). Contudo, ressaltam que a solubilizacdo das fracdes proteicas obtidas

varia, dependendo do tipo de solucdo tampéo utilizada.

3.2 Isolamento da FPD

As etapas de isolamento para obtencdo da FPD encontram-se resumidas na Tabela 2.
Nesta, constata-se que as etapas utilizadas permitiram um rendimento de 16% em comparagédo
com o produto inicial FU. Para obtencdo de um 1 mg de amostra liofilizada da FPD, foi
necessario a repeticdo do método cerca de 6,5 vezes. Tal resultado estd em consonancia com
aqueles anteriormente utilizados para o isolamento da FPD por Conlan et al., (1997), bem como
por Lu et al., (2012) e Liao et al., (2006), que obtiveram o isolamento da mesma fracdo proteica
de outras espécies do mesmo género, sempre no intuito de avaliar o potencial bioldgico e
nutricional dos isolados. No entanto, 0 uso de tampdes com pH diferentes para solubilizacéo
das proteinas resultam em composicéo distintas de proteinas na fracao soltvel.

Tabela 2. Etapas de isolamento da Fracdo Proteica Dioscorina

Etapa Total de Proteinas Vezes de Recuperacgéao
(mg/mL)A Isolamento® (%)C
FU 2,6 - 100
ET 0,694 3,8 27
FPD 0,413 6,5 16

AMiligramas de proteinas soltveis por mililitro;
B Repeticdo do método para o isolado alcancar 1mg de amostra liofilizada;

¢ Rendimento (relacionado ao isolamento de proteinas mg/mL).
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Tanto ET, como FPD de tubérculos de D. cayennensis, tiveram seus perfis
eletroforéticos proteicos determinados por PAGE-SDS em condi¢fes redutoras, ou seja, em
presenca de ditiotreitol (DTT), (Fig 2). Os resultados demonstraram que o ET apresenta bandas
com massa molecular na faixa de 9 a 91 kDa, com presenca da banda proteica caracteristica da
dioscorina; que conforme estudos realizados com outras espécies deste género, encontra-se na
faixa de 28-33 kDa (CONLAN et al., 1997; LIAO et al., 2006). Através da analise do padrdo
de bandas proteicas da FPD, constata-se que o fracionamento proteico permitiu a eliminacdo da
maior parte dos interferentes. Na comparacdo do perfil eletroforético do FDP com o de
proteinas de massa molecular conhecido adicionadas ao mesmo gel, foi possivel constatar a
existéncia de uma banda com massa molecular de aproximadamente 28 kDa. Também foi

verificada a uma outra banda de baixa massa molecular, na fracdo proteica isolada.

Fig 2. Padrdo eletroforético de ET e FPD em PAGE-SDS 15%. (M) Marcador de massa
molecular. (ET) Extrato Total Tris 0,05 M pH 8,3. (FPD) Fracdo protéica da Dioscorina - 45-
75% sulfato de amonio.
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Quando analisada, através da técnica de espectrometria de massas por MALDI-ToF, a

FDP gerou um pico Unico na faixa analisada de 20.000 — 70.000 m/z (Fig 3). O pico, com massa
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relativa de 28.262,827 Da, corrobora com os resultados de SDS-PAGE (Fig2), onde a FPD
apresentou-se como uma banda de massa molecular de aproximadamente 28 kDa. (LIAO et al.,
2006), também por espectrometria de massas, determinaram a massa molecular da Dioscorina
do inhame D. alata como sendo de 33 kDa.

Estudos ja realizados com a mesma espécie e diferentes espécies do mesmo género
Dioscorea spp., evidenciaram que as dioscorinas isoladas de tubérculos podem apresentar
diferentes massas moleculares. Assim, (CONLAN et al., 1997) isolaram em D. cayennensis
uma dioscorina com massa molecular de 31 kDa. Ja, em estudo recente, (XUE et al., 2012)
isolaram uma dioscorina de D. japonica com massa molecular de 28 kDa. Em nosso trabalho,
foi detectado na FPD, extraida de tubérculos de D. cayennensis, a presenca de uma dioscorina
com massa molecular de 28 kDa. Tal resultado difere daquele encontrado por Conlan et al.
(1997), que obtiveram, empregando a mesma metodologia, uma diocorina de maior massa
molecular (31 kDa).

Fig 3. Padrdo de Espectrometria de Massas MALDI-ToF realizado no Fracdo Proteica
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E bem conhecido na literatura que tubérculos de espécies amilaceas, como é o caso de
D. cayennensis, por serem estruturas de reserva, podem se aproveitar de variagdes
edafoclimaticas para sobreviver e transformar seu conteido organico, modificando as estruturas
de suas moléculas (ZANONLL, 2009; DIOP; CALVERLEY, 1998). Tal fato explicaria o
motivo da dioscorina obtida de tubérculos de D. cayennensis, sob a mesma metodologia,
apresentar uma diferenca de massa molecular de 3kDa em relagdo aquela anteriormente descrita
por [8].

Pesquisas relacionadas com proteinas vegetais relatam que tais moléculas costumam
oligomerizar sua estrutura monomerica em estruturas mais complexas, formando dimeros,
trimeros e tetrdmeros que sdo diferenciados e estimados nas suas estruturas nativa/reduzida
[38]. A massa molecular do FPD, sua forma reduzida, apresentada por SDS-PAGE e por
espectrometria de massas MALDI-ToF é condizente como observado em outros estudos
(CONLAN etal., 1997; LIAO et al., 2006; XUE et al., 2012).

3.3 Caracterizacao Fitoquimica

A aplicacdo de métodos qualitativos na prospeccdo fitoquimica é relevante por
possibilitar o screening inicial de mais baixo custo (AYOOLA et al., 2008). Alguns
constituintes presentes em extratos vegetais podem apresentar atividades bioldgicas especificas,
como é o caso das saponinas (atividade hemolitica, anti-inflamatéria, antifungica,
antibacteriana, antimicrobiana, antiparasitaria, citotoxica e antitumoral) (SPARG; LIGHAT,;
VAN STADEN, 2004); catequinas, flavonas, flavondis, xantonas, antocianinas, antocianidinas
e flavonoides (antioxidantes, antitumoral e anti-inflamatéria) (ROCHA et al., 2011); taninos
(antioxidante, anti-inflamatdria, antibacteriana, antifingica, regeneracao tecidual e ativacéo de
resposta imune) (MAGALHAES, 2004).

Nos resultados obtidos para o perfil fitoquimico determinado a partir do ET e FPD, foi
possivel constatar grupos de compostos quimicos provenientes do do ET, bem como, a auséncia
desses interferentes quimicos na FPD, demonstrando que o fracionamento foi eficiente para
eliminacdo dos compostos avaliados, Tabela 3.

Entre os compostos quimicos avaliados no ET, observou-se a presenca de taninos,
saponinas, flavonas, flavondis e xantonas. Tal resultado, condiz com aquele relatado por
(MAGALHAES, 2004), que em extratos de folhas de D. alata, encontrou grande quantidade de

saponinas e esteroides livres. Este estudo também destacou a presenca de atividade
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antibacteriana contra o Staphylococcus aureus, embora ndo se tenha estabelecido sua relagdo

com a presenca dos fitoquimicos encontrados.

Tabela 3. Caracterizacdo Fitoquimica do Extrato Total e Fragcdo Proteica Dioscorina
Classes Reac0es Presenca

ET FPD

Taninos Gelatina + -

Sais de Ferro - -

Acetato de Chumbo - -
Saponinas Espuma + -
Catequinas Cor (amarelo-pardo) - -
Flavonas, flavondis e xantonas Cor (amarelo-laranja) + -
Antocianinas, Antocianidinas e Cor (vermelho- - -
flavonoides purpura)

(+) Reacéo positiva, (-) Reacdo negativa

3.4 Avaliacéo de Fatores Antinutricionais Proteicos

Nos resultados da determinacdo da presenca de fatores antinutricionais de natureza
proteica no ET e FPD obtidos de tubérculos de D. cayennensis.Constatou-se que, para o ET, a
atividade lectinica foi fraca e encontrada apenas para a amostra em presenca do ion divalente
calcio. Da mesma forma que para a presenca de lectinas, baixa atividade foi observada no ET
no ensaio de atividade anti-triptica (8%). Para a FPD, a presenca dos fatores antinutricionais

avaliados ndo foi detectada, Tabela 4.

Tabela 4. Determinacdo da presenca de compostos antinutricionais proteicos no Extrato Total

e Fracdo Proteica Dioscorina

Amostra Atividade Lectinica Atividade
Anti-triptica
Normal (Ca?) (Zn?) (Mn?) %
ET - +/- - - 8
FPD - - - - -

(+/-) Reagéo fraca, (-) Reagdo negativa
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De maneira oposta, (CHAN; NG, 2013) na pesquisa com tubérculos de D. opposita,
detectaram a presenca de atividade lectinica ao longo de todos os passos de purificagdo. A
lectina isolada por esses autores demonstrou atividade antitumoral frente a linhagens de células
de hepatoma, cancer de mama e carcinoma nasofaringeo. Gaidasmashvili et al., (2004),
estudando genotipos de D. batata, observaram que lectinas e inibidores de tripsina nem sempre
estavam presentes nos diferentes geno6tipos testados.

Provalvemente a baixa atividade lectinica encontrada no ET seja devido a presenca de
metabolitos secundarios, uma vez que, em sua caracterizacdo fitoquimica (Tabela 3), foi
detectada a presenca de taninos. Estes compostos em extratos foliares geram reagdes falso
positivo para inibidores de proteases e lectinas. Em folhas de mandioca (Manihot esculenta) foi
demonstrado o potencial toxico in vivo, presentes nos metabolitos secundarios e componentes
antinutricionais (TEO et al., 2010; CEREDA,; LOPES, 2003).

3.5 Atividade Antioxidante

Os resultados de atividade antioxidante do ET e FDP evidenciaram que tanto o ET como
a FDP de tubérculos de D. cayennensis apresentaram consideravel atividade antioxidante, (Fig
4). Para o ET foram constatados valores significativamente crescentes de atividade antioxidante
em relagdo ao controle positivo (C+), com 39, 64 e 72%, quando considerada a atividade de
captura do radical ABTS (Fig.4 A) e, 7, 20 e 22% para a atividade de captura do radical DPPH
(Fig.4 B), para as crescentes concentracfes analisadas de 21 42 e 62 ug/mL, respectivamente.
A partir da obtengdo da FPD, verifica-se a permanéncia da atividade antioxidante com valores
crescentes, dependentes das concentracOes proteicas testadas. Neste caso, foram obtidos valores
de 53, 67, 83% para a atividade de captura do radical ABTS, e de 17, 30, 32% e do radical

DPPH, em concentracdes analisadas de 23. 47 e 70 pug/mL, respectivamente.
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Fig. 4. Atividade antioxidante de Extrato Total e Fracdo Proteica Dioscorina. (A) Captura do
radical ABTS. (B) Captura do radical DPPH. No ensaio o Trolox foi utilizado como controle
positivo. Os resultados estdo expressos como média + desvio padrdo de 3 experimentos
independentes. As diferencas estatisticas foram detectadas pelo teste t student ndo-pareado,
sendo considerado p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***) e p<0,0001 (****) como
estatisticamente significativos em comparagéo com o controle positivo Trolox.

Os radicais livres sdo estruturas quimicas instaveis e reativas, que se tornam estaveis,
guando reagem com compostos quimicos antioxidantes. O fluxo fisiolégico normal das células
produz radicais livres/agentes oxidantes. Por outro lado, a ingestdo de alimentos traz agentes
antioxidantes que contrabalagcam o fluxo de producdo de oxidantes durante as atividades do

corpo (ALVES et al., 2010). Embora as vitaminas sejam 0s nutrientes com maior potencial
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antioxidante, no grupo dos metabolitos secundarios, também merecem destaque 0s compostos
fendlicos. Além do alto teor nutritivo, legumes, hortalicas, frutas, dentre outros vegetais, sdo
ricos em compostos antioxidantes, isto ocorre devido a presenca de proteinas bioativas e
compostos fenolicos (KANATT et al., 2011; BECANA et al., 2010).

A menor atividade antioxidante verificada no ET em relacdo a FPD, em todas as
concentragOes testadas, esta de acordo com os resultados previamente reportados (LU et al.,
2012; HOU et al., 2001; NAGAI et al., 2005). Assim, isolados ou fragdes proteicas propiciam
maior interacdo de seus componentes estruturais no processo de ligacéo aos radicais, exibindo
melhor performance nas avalia¢des de atividade antioxidante; tal condicdo ja foi relatada para
a Dioscorina de uma outra espéecie de inhame (JHENG et al., 2012).

Ja foi descrito que a atividade antioxidante pode ser dependente ndo apenas nas
proteinas presentes em extratos e fracfes e/ou de suas interacdes, mas também da presenca de
peptideos ou compostos fendlicos. Conforme foi constatado, os compostos fendlicos presentes
no ET foram eliminados durante o processo de obtengdo da FPD (Tabela 3) logo, a atividade
antioxidante encontrada na FDP pode ser atribuida a dioscorina, bem como ao peptideo
detectado por SDS-PAGE. A composicdo de aminoacidos encontrada na FPD pode contribuir
consideravelmente para a atividade antioxidante apresentada nos testes. Proteinas de origem
vegetal sdo capazes de inibir a oxidacéo e inativar espécies reativas de oxigénio, entre outros
radicais livres (HALLIWELL, 1990). Agentes oxidantes podem reagir com residuos de
metionina, que estdo expostos na superficie da proteina, sendo um captador de radicais
oxidantes. Apesar do mecanismo dessa fungdo biolodgica ndo ser completamente esclarecido
(LEVINE et al., 1996).

3.6 Composicao de Aminoacidos

Na composicao de aminoacidos da FPD constatou-se que 0s aminoacidos presentes em
maior conteido sao: arginina (Arg), acido glutamico (Glu) e &cido aspartico (Asp) com 226,50,
97,12 e 89,97mg/g de proteina, respectivamente (Tabela 5). Tais aminoacidos se destacam na
composicgdo das proteinas de origem vegetal, pela capacidade de captar e armazenar nitrogénio
em proteinas de reserva presentes em sementes e tubérculos (POLANCO-LUGO et al., 2014).

A FPD, obtida de D. cayennensis, por ser um isolado proteico de tubérculos, apresentou
elevado teor destes aminoacidos (Glu e Asp); contudo estes valores corresponderam a metade
dos teores relatados por (MEGIAS et al., 2008), que encontraram teores de Glu e Asp de 229 e
98 mg/g na composicdo das proteinas vegetais de reserva de nitrogénio.
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Estudos realizados por (SARMADI; ISMAIL, 2010; SAMARANAYAKA et al., 2011),
descreveram o mecanismo de a¢do dos aminoacidos na promocao de atividades antioxidantes.
Segundo esses autores, as cadeias laterais de alguns aminoacidos sdo capazes de doar protons
ou elétrons aos radicais livres. Assim, aminoacidos acidos e basicos, por possuirem nas cadeias

laterais grupos carboxila e aminicos, atuam como agentes estabilizadores.

Tabela 5. Composicdo de aminoacidos totais (mg/g de proteina) da Fracao Proteica Dioscorina

Aminoacidos totais (mg/g de proteina) Simbolo FPD
Acido aspartico Asp 89,97 + 0,01
Acido glutamico Glu 97,12 £ 0,14

Serina Ser 58,68 + 0,24
Glicina Gly 46,80 + 0,07
Histidina His 49,97 + 0,08
Arginina Arg 226,50 + 0,06
Treonina Thr 26,99 + 0,08
Alanina Ala 54,77 £ 0,04
Prolina Pro 32,91 £ 0,05
Tirosina Tyr 62,09 + 0,21
Valina Val 29,54 + 0,09
Metionina Met 27,81 + 0,01
Isoleucina lle 28,80 + 0,01
Leucina Leu 69,90 + 0,43
Fenilalanina Phe 38,89+ 0,24
Lisina Lys 58,97 + 0,09
Total de aminoécidos 1000,00 + 0,32

Média + desvio padrdo de trés repeticGes; Total de aa hidrofébicos = Cistina (Cys),

Triptofano (Trp) ndo identificado por este método.

Alguns aminoacidos como Glu e Asp possuem grupo carboxila na extremidade da
cadeia, sendo carregados negativamente, podendo portanto, atuar como agentes estaveis através
da doacdo de hidrogénio (MEGIAS et al., 2008; SAMARANAYAKA et al., 2011). Desta
forma, a presenca e composi¢do dos aminoacidos Glu e Asp no FPD justifica a capacidade de
sequestro de radicais livres apresentada por esta fracdo nos testes de atividade antioxidante

realizados.
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3.7 Atividade Antibacteriana e Antifangica

Proteinas e peptideos dotados de potencial antimicrobiano sdo considerados uma
alternativa promissora contra o grande numero de bactérias resistentes a antibioticos
(ZASLOFF, 2002). Nos resultados dos ensaios de avaliagdo da atividade antibacteriana e
antifangica do ET e FPD, realizados pela técnica de microdilui¢do nas concentracfes de 1024
a 32 ug/mL, para o ET, ndo foi observada inibi¢do sobre a maioria das cepas de bactérias e
fungos testadas, exceto para Salmonella spp ATCC 1408, L. monocytogenes e E. coli ATCC
25922 e somente na maior concentracao utilizada (1024 pg/mL) visto na Tabela 6.

Tabela 6. Avaliacdo da Concentracdo Inibitoria Minima - CIM (ug/mL) de Extrato Total e
Fracdo Proteica Dioscorina contra cepas de bactérias e de fungos

[e0)
2 nlel |8 S |8
2 8 & glg |4 ol |3
i ! ! 1

Produto (pug/mL) % & 8 8 8 % 8 5‘35 . E ] 8 §
OlolklZlol T el 5SS 8RS

OlO| gl ol 223|258 g o
ElEl & 8| <H 2l a=2=]2 328

<28l el g g5l s
vl ol = = &| g © 8 ol ol =| B £ =
HEEEE R
s sl gl g =2 = =22 &8 El g sl
slolalal SlSlol ol <] <l &l il ¥ u
1-ET (1024 pg/mL) + + + + + + + + + + - - + -
(512 pg/mL) + + + + 4+ + + 4+ + + 4+ + + 4
(256 pg/mL) + + 4+ + + 4+ + o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+
(128 pg/mL) + + + + + 4+ + + 4+ + + o+ o+ 4+
(64 pg/mL) + + 4+ + + 4+ + o+ 4+ o+ o+ o+ o+ o+
(32 pg/mL) + 4+ + + + + + 4+ + + + o+ o+ 4+
2- FPD (1024 S

pg/mL) S

(512 pg/mL) + + + + 4+ + + + + + 4+ -+ 4
(256 pg/mL) + + + + + + + + + + + + o+ o+
(128 pg/mL) + + + + 4+ + + 4+ + + 4+ + + 4
(64 pg/mL) + + 4+ + + 4+ + + + 4+ + + + o+
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Meio de cultura
Micro-organismo + + + + + + + + + + o+ o+ o+ o+

Antibacteriano - - - .o ..o ..o e
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Entretanto, quando comparados com o ET, os resultados obtidos para a FPD, mostraram
uma inibicdo mais ampla e também na maior concentracdo utilizada (1024 pg/mL), uma vez
que além das cepas ja citada, inibiu S. aureus ATCC-25923, S. aureus ATCC- 13150, P.
aeruginosa ATCC-25853, P. aeruginosa ATCC-25853, C. albicans ATCC-90028, C. albicans
LM-108, C. tropicalis ATCC -13803, C. tropicalis LM-64 e Klepsiella pneumonie. Tal CIM
obtida pela FPD é considerada como atividade moderada de substrato frente a inibicdo de
patdgeno.

A FPD apresentou forte/6tima atividade inibitdria de crescimento apenas sob a cepa de
Listeria monocytogenes, uma bactéria gram-positiva, anaerobia facultativa, associada a doencas
como meningite. Este resultado difere daquele relatado por (BEGUM; ANBAZHAKAN,
2013), que trabalhando com mucilagem extraida de tubérculos do inhame D. esculenta,
demonstrou forte/étima atividade de inibicdo para cepa de E. coli, P. aeruginosa e S. aureus.

Provavelmente o efeito antimicrobiano apresentado pela FPD deve-se a presenca de
cargas negativas dos aminoacidos Asp e Glu formadores de suas proteinas (Tabela 5). Estudos
relatam que peptideos com propriedades antimicrobianas sdo possuidores de aminoacidos
carregados negativamente que apresentam alta afinidade pelos componentes estruturais dos
fosfolipideos catiénicos da parede celular (lipopolissacarideos - LPS), os quais sdo os principais
componentes das membranas externas das bactérias. Quando aderido a parede bacteriana causa
desestabilizacdo do LPS favorecendo o processo de lise do patégeno (BROGDEN, 2005).

E conhecido que tubérculos apresentam varios metabdlitos fisiologicamente
importantes como: diosgenina (DE; DE, 2005), dioscorina (HOU; CHEN; LIN, 1999),
antioxidantes (ISAMAH; ASAGBA; THOMAS, 2000), esterdides (BRUNETON, 1995) e
alcal6ides. Assim sendo, a potencial atividade (moderada/forte) apresentada pela FPD frente as
cepas bacterianas e fungicas testadas, pode estar relacionada a presenca da proteina dioscorina,
bem como de algum peptideo biativo presente nesta fracdo; o que sugere que novos estudos

devam ser feitos no intuito de melhor caracterizar o potencial antimicrobiano da mesma.

4 Conclusao

Foi isolada uma fragdo proteica do extrato total de tubérculos de D. cayennensis (FPD)
com massa molecular da principal proteina de aproximadamente 28 kDa. A FPD encontrou-se
isenta de taninos, saponinas, polifendis e compostos antinutricionais de origem proteica, como
lectinas e inibidor de tripsina. Logo, as atividades biologicas descritas sdo atribuidas as

proteinas presentes nessa fragdo, uma vez que do ponto de vista de massa molecular, apresentam
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semelhangas com dioscorinas isoladas de outras espécies. Quanto a captura dos radicais ABTS
e DPPH, a FPD apresentou consideravel atividade antioxidante associada a sua composic¢ao dos
aminoacidos Glu, Asp e Arg, sugerindo que a interacdo destes atuam em moléculas reativas
tornando-as estaveis. Foi detectada atividade antibacteriana frente a cepa L. monocytogenes.
Assim, demonstrou-se que a FPD € parte integrante das proteinas bioativas do inhame,
apresentando potencial para exploracdo de novas atividades bioldgicas visando a determinagéo

dos possiveis mecanismos de acdo destas.
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4. CONCLUSAO

o Foi isolada a fracdo proteica dioscorina (FPD) em tubérculos de Dioscorea cayennensis;
o Estruturalmente, através da analise do perfil eletroforético e espectrometria de massas
MALDI-ToF as proteinas presente na FPD apresentaram um perfil de massa majoritaria
aproximadamente 28 kDa;

o FPD ndo possui interferentes de metabolitos secundarios como: saponinas, flavonois,
flavonas e xantonas;

o FPD néo possui capacidade aglutinante de hemdcias de coelho e acdo inibitoria para
enzima tripsina. Possivelmente livrre de compostos antinutricionais (lectinas e inibidores de
tripsina);

o A composicdo aminoacidica do FPD aponta o maior teor de Glu e Asp aminoacidos
carregados negativamente e Arg aminoacidos carregados positivamente;

o FPD possui potencial antioxidante demonstrado pelo sequestro de radicais livres nos
métodos de ABTS e DPPH;

o FPD foi capaz de inibir fortemente bactérias gram-positivas L. monocytogenes, nao
possuindo atividade contra o crescimento das espécies de fungos testadas.
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1. INFORMALOES RELATIVAS ADS AMINMAIS

1. Espeicie: 2. Mimero amostral:

Coelhos albinas [ Orpctolagus cuniculus) 4

A, Justificativa do nimero amostral: E | Adequado Inadeguado
3.1 Comentdrios

4. Acomodagio e manutengdo: X | Adeguado Inadeguado
4.1 Comentdrios:

5. Manipulagio dos animais: Adequado Inadeguado

4.1 Comentdrios:




& manipulagio dos animais ndo foi desorita no projeta.

&. Analgesia dos animais (se aplicivel): Adequada

6.1 Comentdrios:
N3o se aplica

7. Anestesia dos animais (se aplicivel): Adequado

7.1 Comentdrios:
N3o se aplica

8. Eutandsia dos animais (5= aplicivel): Adequada

8.1 Comentdrios:
N3o se aplica

Inadeguado

Inadeguado

Imadeguado

HL SIMJACAD DO PROFETD

¥ | dprovodo Com pendénoia
1. Considerapies sobre o parecer:

Negodo

Este Projeto & composto por Titulo, intreducio. FundamentagSo tedrica, Metodologia e
Referéncias. Apresenta uma boa fundamentacio tedrica, careza de idetas, grande objetrvidade &
adequacio da metodologia acs abjetivos propostos. Tem uma grande importincia centifica, uma
wez gQue investiga nowsas substincias biofuncionais, possibilitando sew uso como alimento funcional e
terapéutico. Com base nestes argumentos, o parecer € favordvel a aprovacio e execugdo do

projeto, saheo melhor juizo deste conselho.

lodo Pessoa, 31 de Julho de 2005,

Comissdo de Etica no Uso de Animal.
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