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RESUMO

Pereskia aculeata Miller € uma trepadeira arbustiva popularmente conhecida como “ora-
pro-nobis”. Na medicina tradicional, as folhas sdo utilizadas como anti-inflamatorias,
cicatrizantes e emolientes. O objetivo desse estudo foi investigar a constituigdo quimica
e o potencial antioxidante de extratos glicélicos de P. aculeata. Durante dez dias, as folhas
foram maceradas a temperatura ambiente com glicerina e alcool de cereais, sendo obtidos
os extratos PAO1 e PAO2. Ao final do processo, o extrato PAO1 foi aquecido a 50 °C por
30 minutos. Esta foi a primeira vez em que extratos de P. aculeata foram obtidos com os
referidos solventes extratores. O teor de compostos fendlicos foi avaliado utilizando-se o
reagente de Folin-Ciocalteau e o potencial antioxidante foi determinado pelo método de
sequestro do radical DPPH. PAOL e PA02 apresentaram um teor de fendis totais de 13,84
+ 4,29 e 18,35 + 2,12 mg em equivalentes de cido tanico/g de extrato, respectivamente.
No método do DPPH, os valores de Clso encontrados foram de 11,93 £1,84 € 9,91 £+ 2,45
pg/mL, respectivamente, demonstrando uma boa atividade antioxidante. Além disso, o
aumento da temperatura ndo foi um fator decisivo na extracdo, visto que o contetdo
fendlico e o potencial antioxidante foram estatisticamente semelhantes para ambos 0s
extratos. O potencial antioxidante pode ser atribuido, pelo menos em parte, ao contetdo
fendlico, visto que PAO1 e PA0O2 foram capazes de extrair esses compostos de forma
semelhante. Portanto, os extratos glicolicos de P. aculeata apresentam potencial para
contribuir com a prevencao de diversos distdrbios associados com a producgéo de radicais
livres.

Palavras-Chaves: Pereskia aculeata, Extratos glicélicos, Ora-pro-nobis, Antioxidantes,
Compostos fenolicos.

ABSTRACT

Pereskia aculeata Miller is a climbing cactus popularly known as “ora-pro-nobis”, which
leaves are used as anti-inflammatory, wound healing and emollient agent in traditional
medicine. The aim of this study was to investigate the chemical constitution and the
antioxidant potential of P. aculeata leaf glycolic extracts. The leaves were macerated for
ten days at room temperature using glycerin and cereal alcohol, so that PAO1 and PA02
extracts were obtained. At the end of the process, PAO1 was heated at 50 °C for 30
minutes. This is the first time that P. aculeata extracts were achieved using those solvents.
The phenolic content were evaluated using the Folin-Ciocalteau reagent, and the
antioxidant potential was determined by DPPH radical scavenger assay. PA01 and PAQ2
showed 13.84 + 4.29 and 18.35 + 2.12 mg of tannic acid equivalent/g of extract,
respectively. The DPPH assay ICso values were 11.93 + 1.84 and 9.91 + 2.45 pg/mL,
respectively, which revealed relevant antioxidant activities. In addition, the temperature
increasing was not a key factor in the extraction process, as the phenolic content and the
antioxidant potential were statistically similar for both extracts. The antioxidant activity
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may be, at least in part, related to the phenolic content, as PAO1 and PAQO2 were capable
to extract those compounds in a similar manner. The glycolic extracts of P. aculeata
showed potential to contribute to the prevention of several disorders associated with free
radical production.

Keywords: Pereskia aculeata, Glycolic extracts, Ora-pro-nobis, Antioxidants, Phenolic
compounds.

1 INTRODUCAO

Em condicdes fisiologicas, os radicais livres, denominados de espécies reativas de
oxigénio (ERO), nitrogénio (ERN) e carbono (ERC), desempenham um papel
fundamental no metabolismo celular, bem como na manutencdo da homeostase e na
resposta do organismo contra patdgenos (YARIBEYGI; ATKIN; SAHEBKAR, 2018).
Entretanto, quando ha um desequilibrio entre a producdo e a neutralizacdo dessas
substancias, seja por influéncia de fatores enddgenos ou exdgenos, ocorre uma condi¢do
patoldgica conhecida por estresse oxidativo (PIZZINO et al., 2017).

Evidéncias demonstraram que o estresse oxidativo € responsavel pelo inicio e/ou
progressdo de diversas patologias, dentre as quais encontram-se o cancer (KATERJI;
FILIPPOVA; DUERKSEN-HUGHES, 2019), distarbios cardiovasculares (GRACIA,;
LLANAS-CORNEJO; HUSI, 2017), diabetes (YARIBEYGI; ATKIN; SAHEBKAR,
2018), aterosclerose (KATTOOR et al., 2017) e doencas autoimunes (SMALLWOOD et
al., 2018).

Neste contexto, algumas plantas possuem compostos antioxidantes que sdo
capazes de neutralizar os efeitos deletérios das espécies reativas (SOUZA et al., 2014;
XAVIER et al., 2020). Um exemplo é a espécie Pereskia aculeata Miller, pertencente a
familia Cactaceae e popularmente conhecida como “ora-pro-nobis” (PATERSON;
DOWNIE; HILL, 2009).

P. aculeata ¢ uma planta alimenticia ndo convencional (PANC), encontrada
predominantemente na Mata Atlantica, desde o Rio Grande do Sul até o estado da Bahia
(PINTO; SCIO, 2014; ROSA; QUEIROZ; MELO, 2020). Suas folhas sdo utilizadas na
medicina tradicional para o tratamento de processos inflamatdrios, cicatrizagédo de feridas
e anemias (DAMASCENO; BARBOSA, 2008; RIBEIRO NETO et al., 2020).

Estudos sobre as atividades bioldgicas de P. aculeata tém comprovado o seu uso
como agente cicatrizante (CARVALHO et al., 2014; PINTO et al., 2016), antinoceptivo
(PINTO et al, 2015a), anti-inflamatorio (PINTO et al.,, 2015b), antioxidante,
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antimicrobiano e antifangico (SOUZA et al., 2016), antitumoral (PINTO et al., 2012;
SOUZA et al., 2016) e imunomodulador (ANDRADE et al., 2020).

As atividades bioldgicas encontradas para a espécie podem ser atribuidas, pelo
menos em parte, a presenca de compostos fendlicos, como flavonoides, cumarinas e
taninos (PINTO et al., 2012). Isso pode ser justificado pela ressonancia produzida pelos
grupos fendlicos, o que favorece uma estabilizacdo das espécies reativas e,
consequentemente, possibilita uma elevada atividade antioxidante (GHASEMZADEH;
GHASEMZADEH, 2011; SOUZA et al., 2014).

Apesar das descobertas em relacdo as atividades biologicas e compostos
fitoquimicos de P. aculeata, todos os trabalhos foram realizados com extratos aquosos ou
organicos, produzidos, por exemplo, com agua (ANDRADE et al., 2020), metanol
(PINTO et al., 2012) e etanol (CARVALHO et al., 2014). Na literatura cientifica, ha
auséncia de relatos sobre extratos de P. aculeata obtidos com glicerina e alcool de cereais,
sendo os referidos solventes extratores menos toxicos para 0 organismo humano e 0 meio
ambiente (PADMAWAR; BHADORIYA, 2018).

Neste contexto, o presente trabalho teve como objetivo investigar a constituicao
quimica e o potencial antioxidante de extratos glicolicos de P. aculeata produzidos sob
condicdes distintas de temperatura, por meio da quantificacdo do teor de compostos
fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteau, além da avaliacdo do potencial
antioxidante pelo método de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).

2 METODOLOGIA
2.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas de P. aculeata foram coletadas em maio de 2018 no municipio de Juiz
de Fora, MG, Brasil (latitude: 21° 66°7775’S, longitude: 43° 29’5569’ O). A exsicata
encontra-se depositada no Herbario Leopoldo Krieger (CESJF) do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) sob n° 57539.

2.2 PROCESSO DE EXTRACAO

O preparo dos extratos glicélicos foi realizado de acordo com a metodologia
proposta por Ardisson e col. (2002), com algumas modificacbes. As folhas secas e
trituradas de P. aculeata foram submetidas a maceragédo com 70% de glicerina (GLI) e
30% de alcool de cereais (AC) por 10 dias a temperatura ambiente. Foram utilizados 20

g de folhas secas para cada 200 mL de solvente (1:10). Ao final do processo, 0 macerado
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foi submetido a temperatura de 50 °C por 30 minutos, obtendo-se o extrato PAOL.
Posteriormente, repetiu-se 0 mesmo processo para a obtencdo do extrato PA02, mas sem
a etapa final. Os extratos foram filtrados & vacuo e armazenados sob refrigeracéo.

2.3 DETERMINACAO DO TEOR DE COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS

A determinacdo do teor de compostos fenolicos foi realizada utilizando-se o
método de Folin-Ciocalteau (1927), com algumas modifica¢fes. Para o preparo da curva
de calibracdo, o é&cido tanico foi utilizado como substancia de referéncia nas
concentracdes de 0,9 a 60 ug/mL. O procedimento foi realizado em triplicata
transferindo-se 120 uL do reagente de Folin-Ciocalteau (20% v/v em &gua destilada), 30
pL das amostras (500 pg/mL em agua destilada) e 100 pL de carbonato de sodio (4% m/v
em agua destilada) para microplacas de 96 pocos. Apds 30 minutos a temperatura
ambiente, procedeu-se as leituras espectrofotométricas a 750 nm. Os resultados foram
expressos em pg/mg de amostra em equivalentes ao acido tanico (EAT) + desvio padrao,

por meio de regresséo linear no software Microsoft Office Excel.

2.4 AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIOXIDANTE

O potencial sequestrante do radical DPPH foi determinado pelo método descrito
por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995), com algumas modificagdes. O
procedimento foi realizado em triplicata transferindo-se 100 pL das amostras (1000
pg/mL em etanol) para microplacas de 96 pogos. Posteriormente, foram realizadas
diluigBes sucessivas obtendo-se concentragdes de 0,49 a 250 ug/mL. Em seguida, foram
adicionados 150 pL da solugdo de DPPH (20 pg/mL em etanol) em todos os pogos. Apos
30 minutos ao abrigo da luz, a leitura da absorvancia foi realizada no comprimento de
onda de 517 nm em leitor automatico de microplacas (ThermoFischer, Massachusetts,
EUA). A quercetina foi utilizada como substancia de referéncia, sendo preparada nas
mesmas experimentais das amostras. O percentual de inibigéo foi calculado comparando-
se a absorvancia das amostras com a quercetina que foi considerada como 100% de
inibicdo da oxidagdo. A concentracéo inibitoria media (Clso) foi calculada com o auxilio
do software GraFit 7 (Horley, UK).

2.5 ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. Por meio do software

GraphPad Prism 7.0 (San Diego, CA, EUA), os dados foram submetidos a anélise de
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variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey para medir o grau de significancia para p
<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a determinacdo do teor de compostos fendlicos totais, foi utilizado o método
de Folin-Ciocalteau. A quantificacdo dos extratos glicolicos foi realizada por meio da
curva de calibracdo do &cido tanico, cuja equagdo encontrada foi de y = 0,0502x — 0,0182
com coeficiente de correlacdo de r> = 0,9993. Conforme demonstrado na Tabela 1, os
extratos PAO1 e PAO2 ndo apresentaram diferencas significativas entre os resultados
obtidos (p > 0,05).

Tabela 1 - Determinacéo do teor de compostos fendlicos totais dos extratos glicélicos de P. aculeata pelo
método de Folin-Ciocalteau.

Amostra EAT (mg AT/g) = Desvio Padréo
PAO1 13,84 + 4,292
PAQ2 18,35+ 2,122

Legenda: DP: Desvio Padrdo; EAT: Equivalentes de Acido Tanico. Os valores foram expressos como
média + desvio padrdo (n = 3). Analise estatistica realizada por teste de ANOVA seguida pelo teste de
TUKEY. Valores significativamente semelhantes entre as amostras para 2p > 0,05.

O método de Folin-Ciocalteau consiste na reducdo do acido fosfotungstico
[H3P(W304)10] e do acido fosfomolibdico [H3P(Mo3010)4] pelos compostos fendlicos,
formando o complexo azul de molibdénio-tungsténio (AINSWORTH; GILLESPIE,
2007), cuja intensidade pode ser mensurada a 750 nm. Dessa forma, conforme
demonstrado na Tabela 1, observou-se que a maceracao com glicerina e alcool de cereais
foi eficiente, embora o aquecimento a 50 °C por 30 minutos ndo tenha sido um fator
decisivo na extracao de compostos fenolicos das folhas de P. aculeata.

Pinto e colaboradores (2012) também verificaram o teor de fendis totais no extrato
bruto metandlico e nas parti¢fes das folhas de P. aculeata. O extrato bruto apresentou
17,27 + 3,94 mg/g de compostos fendlicos em equivalentes de &cido tanico, portanto
valores um pouco maiores aos que foram observados no presente estudo. A particdo em
diclorometano mostrou-se a mais rica em fenois, com 49,11 + 3,30 mg/g em equivalentes
de &cido tanico. No entanto, é preciso ressaltar que as amostras utilizadas pelos referidos
autores foram obtidas utilizando-se solventes organicos com posterior evaporagéo,
enguanto a glicerina e o alcool de cereais ndo foram retirados de PAOL ou PA02. Assim,
uma menor concentragdo de compostos fenolicos observada neste trabalho ja era

esperada.
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Estudos de quantificacdo de compostos fendlicos em espécies vegetais tém sido
realizados devido a intensa atividade antioxidante apresentada por essas substancias,
geralmente atribuida a capacidade de sequestro de radicais livres (SOUZA et al., 2014;
BRANDAO et al., 2020), tornando-as passiveis de serem utilizadas como adjuvantes na
terapia de doencas inflamatorias (SARAVANAN et al., 2020), cancer (KUMAR; GOEL,
2019), aterosclerose (MALEKMOHAMMAD et al., 2019) e doengas neurodegenerativas
(TAVERES et al., 2018).

Para avaliar o potencial antioxidante dos extratos glicélicos de P. aculeata, foi
utilizado o método de reducdo do DPPH. Neste ensaio, os valores de Clso obtidos para
PAO1 e PAO2 foram de 11,93 £ 1,84 pg/mL e 9,91 £ 2,45 pg/mL, respectivamente. Pela
andlise estatistica, verificou-se uma diferenca significativa entre os resultados obtidos

para os extratos e a quercetina (p < 0,01), conforme demostrado pela Tabela 2.

Tabela 2 - Potencial antioxidante dos extratos glicdlicos de P. aculeata pelo método de reducédo do radical
livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH).

Amostras Clso (ug/mL) + Desvio Padrao
PAO1 11,93 +1,84™™2
PAO02 9,91 +2,45™2
Quercetina 1,02 + 0,08

Legenda: Clso: Concentragdo Inibitdria Média. Os valores foram expressos como média + desvio padréo (n
= 3). Andlise estatistica realizada por teste de ANOVA seguida pelo teste de TUKEY. Valores
significativamente diferentes da quercetina para ™"p < 0,001 e ™p < 0,01. Valores significativamente
semelhantes entre as amostras para p > 0,05.

O ensaio de reducdo do DPPH foi escolhido para avaliagdo do potencial
antioxidante de PA01 e PA02, visto que é um método comumente empregado para estudar
a capacidade dos compostos fendlicos de doar elétrons, o que favorece o sequestro de
radicais livres. Ademais, € um método rapido, préatico e eficiente na triagem de extratos
vegetais (MISHRA; OJHA; CHAUDHURY, 2012). O método baseia-se na reducéo do
DPPH pelas substancias antioxidantes, sendo a reacdo monitorada por espectrofotometria
a 517 nm (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET, 1995).

No organismo, a producdo excessiva de radicais livres favorece a oxidagédo de
biomoléculas, como acidos nucleicos, proteinas e lipidios (MARTELLI; NUNES, 2014).
Além disso, os radicais livres estdo relacionados com o inicio e/ou progressao de diversas
patologias, como o cancer, diabetes, distarbios metabolicos e doencas autoimunes
(YARIBEYGI; ATKIN; SAHEBKAR, 2018; KATERJI; FILIPPOVA; DUERKSEN-
HUGHES, 2019).
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O dano ocasionado ao DNA pode causar mutacdes genéticas, as quais, se
ocorrerem em células germinativas, podem ser passadas para as proximas geragdes
(SOARES et al., 2014). Os prejuizos causados sobre acidos graxos insaturados presentes
nas membranas celulares gera a formacdo de dialdeidos, que também sdo altamente
reativos, e podem reagir com residuos de tirosina de proteinas. O sistema imune
reconhece essas proteinas modificadas como exoégenas, o que leva a produgdo de
anticorpos que podem reconhecer proteinas teciduais normais, desencadeando, assim,
doencas autoimunes (AYALA et al., 2014). Além disso, esses radicais interferem na
estrutura de lipoproteinas, gerando a sintese de LDLs (do inglés - low density lipoprotein)
anormais, que ndo sao reconhecidas pelos receptores hepaticos de LDL, as quais séo
capturadas por macréfagos. Esse processo esta associado a fisiopatologia da aterosclerose
(KATTOOR et al., 2017).

Diante do exposto é possivel observar que os extratos glicélicos de P. aculeata
apresentam potencial para contribuir com a prevencdo de diversos disturbios, apesar de
ndo terem demonstrado a mesma eficiéncia para sequestrar o DPPH que a quercetina
(Tabela 2). Vale ressaltar que a substancia de referéncia € um composto puro, enquanto
os extratos glicolicos sdo dotados de diversas substancias, de forma que aquelas que
apresentam acdo antioxidante encontram-se em pequenas concentracdes. Esses resultados
corroboram com outros estudos que relataram o potencial antioxidante das folhas de P.
aculeata, avaliadas a partir da obtencdo de diferentes tipos de extratos e submetidos a
ensaios bioldgicos distintos (PINTO et al., 2012; PINTO et al., 2015; ANDRADE et al.,
2020).

4 CONCLUSAO

Pela primeira vez, foram desenvolvidos extratos glicdlicos de P. aculeata com a
utilizacdo de glicerina e alcool de cereais. Estes solventes ndo apresentam toxidade e ndo
causam efeitos prejudiciais ao meio ambiente, caracteristicas que sdo comumente
atribuidas a solventes organicos utilizados em processos de extracdo. Os extratos
glicélicos de P. aculeata apresentaram potencial antioxidante pelo método do DPPH,
sendo tal atividade bioldgica correlacionada com a presenca de compostos fenolicos.
Esses resultados ressaltam o potencial farmacologico para esses extratos e, portanto, a
possibilidade de contribuirem para a prevencéo de diferentes distarbios associados com

a producdo de radicais livres.
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