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RESUMO

Diante da realidade das mudancgas climaticas e da questao da segurancga alimentar
no mundo, o estudo de novas fontes alimentares benéficas a saude e cujo uso seja
seguro torna-se bastante relevante. Os 17 Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel definidos pela Organizagédo das Nagdes Unidas (ONU) revelam esta
preocupacao, visando alcangar, entre outras metas, a promog¢ao da agricultura
sustentavel e a erradicacdo da fome. Tendo em foco o desenvolvimento sustentavel,
€ necessario que sejam realizados estudos de fontes alimentares alternativas com
aplicagao dos principios de Quimica Verde, de modo a ampliar o conhecimento
acerca dessas espécies, reduzindo os efeitos nocivos gerados ao ambiente. Nesse
contexto, as Plantas Alimenticias Nao Convencionais (PANC) merecem destaque
por apresentar quantidades significativas de nutrientes e substancias, especialmente
metabdlitos secundarios, com potenciais beneficios a saude. O uso na alimentacao
das folhas e outras partes da PANC ora-pro-nébis (Pereskia aculeata Mill.) tem sido
valorizado devido ao alto teor de proteinas nas folhas e a presenca de outros
nutrientes importantes. Este trabalho objetivou avaliar a composi¢gdo quimica de
metabdlitos secundarios das folhas de P. aculeata, sua acdo antioxidante e a
embriotoxicidade em modelo de animal alternativo zebrafish. O teor de compostos
fendlicos totais de extrato etandlico e hidroetandlico de folhas foi de 7,1% e 3,4%
(m/m), respectivamente. No ensaio de atividade antioxidante com o radical DPPH,
nao foram obtidos resultados coerentes, com valores de absorbancia do branco
altos, o que pode indicar a presenga de compostos interferentes nos extratos com
absorbancia no comprimento de onda utilizado (517 nm). No ensaio de
embriotoxicidade utilizando o modelo zebrafish, n&o foi observado efeito
embriotoxico do extrato etandlico. Na analise dos dois extratos por cromatografia em
camada delgada, os perfis cromatograficos mostraram-se idénticos nas condigdes
utilizadas. Além disso, foi realizado o desenvolvimento de método cromatografico
por HPLC-UV, obtendo-se a melhor condigdo cromatografica com fase moével
composta por agua acidificada com 2% de acido acético e acetonitrila. A analise dos
cromatogramas indicou que o extrato hidroetandlico apresenta maior conteudo de
substancias polares do que o extrato etandlico, como esperado. Por outro lado, na
analise do extrato utilizando NADES, observou-se predominancia de substancias

com menor polaridade, o que esta relacionado a natureza quimica do solvente



mentol.canfora 1:1. Na analise por UHPLC-UV, foram testadas diversas condicoes,
obtendo-se melhor separagdo dos picos com fase movel agua acidificada com 2%
de acido acético e etanol. Por fim, na andlise do dleo essencial por GC-MS, foi
observado um grande numero de componentes, apesar do baixo rendimento da
extracdo do 6leo. Assim, nota-se a presencga de nutrientes e metabdlitos secundarios
com potencial beneficio a saude e pode-se predizer a seguranga do consumo da
ora-pro-nobis, a fim de que seja incluida na rotina alimentar das populacdes, além

de seu potencial farmacolégico, que deve ser investigado em novos estudos.

Palavras-chave: ora-pro-nébis; embriotoxicidade; quimica verde; compostos

fendlicos.



ABSTRACT

Considering the reality of climate changes and the issue of food security in the world,
the search for new food sources with health benefits becomes very relevant. The 17
Sustainable Development Goals (SDGs) defined by the United Nations reveal this
concern, aiming to achieve, among other goals, the promotion of sustainable
agriculture and the eradication of hunger. Thus, bearing in mind the sustainable
development, it is necessary to carry out studies of alternative food sources with
applications of the principles of Green Chemistry, in order to expand the knowledge
about these species, reducing the harmful effects generated to the environment. In
this context, Non-Conventional Edible Plants (PANCs) are presented as alternative
sources of nutrients, in addition to containing other substances, especially secondary
metabolites, with potential health benefits. The edible use of the leaves and other
parts of the PANC ora-pro-nobis (Pereskia aculeata Mill.) has been valued due to the
high protein content in leaves and the presence of other important nutrients. This
study aimed to evaluate the chemical composition of secondary metabolites from P.
aculeata leaves, their antioxidant activity and embryotoxicity in the zebrafish model.
The contents of total phenolic compounds were determined for the ethanolic and
hydroethanolic extracts as 7.1% e 3.4% (w/w), respectively. In the DPPH radical
assay, no consistent results were obtained, indicating the presence of interfering
compounds in the extracts with absorbance at the wavelength used (517 nm). No
embryotoxic effect were observed for the ethanolic extract in the zebrafish assay. In
the analysis of the two extracts by thin layer chromatography, the chromatographic
profiles were identical under the conditions used. Moreover, a chromatographic
method was developed by HPLC-UV, obtaining the best chromatographic condition
with mobile phase composed of acidified water with 2% acetic acid and acetonitrile.
The analysis of the chromatograms indicated that the hydroethanolic extract presents
a higher content of polar substances than the ethanolic extract, as expected. In the
analysis of the extract using NADES, a predominance of substances with lower
polarity was observed, which is related to the chemical nature of the solvent
menthol:camphor 1:1. On the other hand, in the analysis by UHPLC-UV, several
conditions were tested, obtaining better separation of the peaks with mobile phase
acidified water with 2% acetic acid and ethanol. Finally, in the essential oil analysis by

GC-MS, a large number of components were observed, despite the low yield of oil



extraction. Thus, the presence of nutrients and secondary metabolites with potential
health benefits can be noted and it is possible to predict the safety of ora-pro-ndbis
consumption, so that it can be included in the population's eating routine, besides its

pharmacological potential, which should be investigated in new studies.

Keywords: ora-pro-nébis; embryotoxicity; green chemistry; phenolic compounds.
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1 INTRODUCAO

A fome é uma condigdo que atinge, diariamente, diversas populagdes em
todo o mundo. Dados publicados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em
2019 estimam que 25,9% da populagéo global ja passaram fome ou ndo possuem
acesso regular a uma alimentagdo nutritiva e em quantidade adequada, além de
reportarem que cerca de 690 milhdes de pessoas no mundo encontram-se em
situacao de desnutricdo (FAO, 2020). Atualmente, o contexto gerado pela pandemia
da Covid-19 tem intensificado a situagao de vulnerabilidade de muitas comunidades
atingindo, em 2020, o numero de 811 milhdes de individuos afetados pela falta de
alimento (FAO, 2021). No Brasil, o cenario ndo é diferente. De acordo com dados do
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), cerca de 3 milhdes de
domicilios enfrentam situacdo de inseguranga alimentar grave, deparando-se com
quantidade insuficiente de comida para alimentar a todos os moradores (IBGE,
2020).

Diante desse cenario, os 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(Sustainable Development Goals - SDGs) elaborados pela Organizagao das Nagoes
Unidas (ONU) e adotados por diversos paises, descrevem uma preocupagao com a
garantia da qualidade de vida a todas as populagdes, juntamente com o
desenvolvimento sustentavel. Destaca-se, nesse sentido, o objetivo 2, o qual visa a
erradicar a fome, alcancar a seguranga alimentar e melhoria da nutricdo e promover
agricultura sustentavel (UNITED NATIONS, 2015). Nesse contexto, a busca por
fontes alternativas de nutrientes torna-se essencial para reduzir as desigualdades e
garantir o crescimento sustentavel e a alimentagédo segura e saudavel a todos.
Dados de 2021 registram que, apesar de serem cultivadas mais de seis mil espécies
alimentares, apenas nove representam cerca de 66% das culturas ao redor do
mundo, sendo elas cana-de-agucar, milho, arroz, trigo, batata, soja, palma, beterraba
e mandioca (JONES et al., 2021). Assim, o estudo de espécies que representem
alternativas a estas culturas e sejam novas fontes de nutrientes de cultivo adaptavel
as mudancgas climaticas deve ser ampliado, a fim de que se possa incorpora-las na
rotina alimentar das populagdes.

A grande biodiversidade brasileira apresenta-se como uma importante aliada
nessa busca por fontes alimentares alternativas, ja que espécies vegetais nativas

vém sendo utilizadas ao longo dos anos, por parte dos brasileiros, na alimentagao e
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na medicina tradicional para o tratamento de doengas (OLIVEIRA et al., 2012). Entre
essas espécies destacam-se aquelas classificadas como Plantas Alimenticias Nao
Convencionais (PANC), as quais sdao comumente desconhecidas por parte da
populagdo em algumas regides e ndo compdem a matriz agricola convencional de
determinado pais (KINNUP; LORENZI, 2014). No que se refere a esse grupo de
especies vegetais, merece destaque Pereskia aculeata Mill., popularmente
conhecida como “ora-pro-nébis” ou “carne-de-pobre”, amplamente utilizada na
culinaria tipica de algumas regides e na medicina tradicional para o tratamento de
inflamacdes e cicatrizagéo de feridas (AGOSTINI-COSTA, 2020).

Pertencente a familia Cactaceae, a ora-pro-nobis € classificada como um
arbusto semilenhoso e de ramos longos, que crescem fixando-se em apoios
(KINNUP; LORENZI, 2014). Possui folhas com espinhos e o arbusto pode atingir até
10 m de altura (DUARTE; HAYASHI, 2005). No Brasil, € uma planta nativa das
regides Sul, Sudeste e Nordeste (KINNUP; LORENZI, 2014), podendo também ser
encontrada na regiao Centro-Oeste (ZAPPI et al., 2020). Nessas localidades, a
ora-pro-nodbis é localizada com facilidade, mas raramente ¢é cultivada
comercialmente, sendo mais comumente encontrada em quintais e hortas (KINNUP;
LORENZI, 2014) ou feiras populares.

O uso de P aculeata na culinaria € mais comum nas antigas regides
mineradoras de Minas Gerais, locais onde ¢€ utilizada no preparo de sopas,
refogados, omeletes, entre outros pratos (DIAS et al., 2005). Os frutos podem ser
utilizados no preparo de sucos e geleias e as flores também podem ser consumidas
em saladas ou como acompanhamentos em pratos com carnes (KINNUP; LORENZI,
2014). A composicdo nutricional da ora-pro-nébis justifica seu uso na culinaria
regional, ja que apresenta elevados teores de proteinas, fibras dietéticas totais,
minerais (principalmente calcio, magnésio, manganés e zinco), vitaminas A e C e
acido folico (TAKEITI et al., 2009).

No que se refere ao perfil quimico da P. aculeata, sdo encontrados poucos
estudos relacionados a composicdo desta espécie. Alguns estudos identificaram
metabdlitos secundarios nas folhas da ora-pro-nébis como flavonoides,
carotenoides, derivados de acido benzoico, fenilpropanoides, esterdis,
monoterpenos, sesquiterpenos, um alcaloide inddlico e fenetilaminas (PINTO; SCIO,
2014; PINTO et al, 2015, SOUZA et al., 2016; GARCIA et al, 2019;
AGOSTINI-COSTA, 2020). A presenga destes metabdlitos secundarios pode
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justificar o potencial farmacoldgico da ora-pro-nébis, frequentemente utilizada na
medicina tradicional como anti-inflamatéria, cicatrizante e emoliente (PINTO; SCIO,
2014).

Recentemente, alguns estudos tém demonstrado o potencial da P. aculeata
para o desenvolvimento de novos produtos, tanto farmacéuticos quanto alimentares.
Entre as pesquisas de potenciais agdes bioldgicas, citam-se a agao tripanocida e
antitumoral (VALENTE et. al., 2007), além da atividade antimicrobiana (GARCIA et
al. 2019). Na area de alimentos, tém sido realizados estudos utilizando a farinha
obtida das folhas de P. aculeata na fabricagao de produtos como péaes e salsichas
(MARTINEVSKI et al. 2013; SOBRINHO et al., 2015), a fim de aprimorar
caracteristicas sensoriais e nutricionais desses produtos.

Assim, diante do amplo uso da ora-pro-ndbis na medicina e culinaria
tradicionais de algumas regides, é importante a realizagao de novos estudos visando
aprofundar o conhecimento acerca do perfil quimico, acédo biolégica e toxicidade
dessa espécie. Contudo, tendo como foco o desenvolvimento sustentavel, mais do
que buscar fontes alternativas de nutrientes, é fundamental avaliar a aplicacéo dos
principios de Quimica Verde nestes estudos, a fim de que sejam geradas
quantidades minimas de residuos nocivos a saude e ao ambiente (LENARDAO et
al., 2003).

Nesse contexto, merecem destaque os chamados Natural Deep Eutectic
Solvents (NADES), uma classe de solventes sustentaveis obtidos através da mistura
de substancias do metabolismo primario comum em células vivas, tais como colina,
aminas, acgucares, polialcoois e acidos carboxilicos (BUBALO et al., 2018), ou do
metabolismo secundario, como canfora, mentol e citronelol (LOMBA et al., 2021,
FAN et al., 2021). A extragcdo de metabdlitos secundarios de espécies vegetais
utilizando os NADES apresenta uma série de vantagens, em termos de aplicagéao
dos principios de Quimica Verde, sobre a extragdo com solventes organicos
convencionais, tais como baixa toxicidade, baixo custo, facil producdo e
biodegradabilidade (CUNHA; FERNANDES, 2018).

Assim, este trabalho teve por objetivo avaliar o perfil quimico de metabdlitos
secundarios de P. aculeata, sua agao antirradicalar e toxicidade, a fim de se ampliar
o conhecimento disponivel acerca da composi¢do quimica, atividade biolégica e
seguranca desta espécie. Tendo como foco o desenvolvimento sustentavel, a

ora-pro-nobis representa importante fonte alimentar alternativa e a possibilidade de
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extracdo de seus metabdlitos com o uso dos NADES contribui para a busca de
novas técnicas baseadas nos principios de Quimica Verde, permitindo o

desenvolvimento de processos menos nocivos ao ambiente.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil quimico de metabdlitos secundarios das folhas de P. aculeata,
sua acao antirradicalar e sua embriotoxicidade em modelo de animal alternativo

zebrafish.

2.2 Objetivos Especificos

a) Desenvolver métodos cromatograficos para a analise de componentes nao
volateis de extratos de P. aculeata;

b) Identificar metabdlitos secundarios volateis no 6leo essencial de P.
aculeata;

c) Avaliar a acdo antirradicalar de extratos de folhas de P. aculeata
empregando o radical DPPH,;

d) Avaliar a embriotoxicidade dos extratos de folhas de P. aculeata através do
uso do modelo animal alternativo zebrafish;

e) Avaliar a extragdo de metabdlitos secundarios das folhas de P. aculeata
utilizando NADES.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Botanica e uso tradicional

Pereskia aculeata Mill.,, popularmente conhecida como ora-pro-nébis,
apresenta-se como um arbusto semilenhoso com ramos longos que crescem
fixando-se em apoios como uma trepadeira (KINNUP; LORENZI, 2014). Suas folhas
sdo simples, com apice agudo, formato eliptico e nervuras laterais (ZAPPI et al.,
2020), possuem textura carnosa e atingem entre 3 a 8 cm de comprimento
(KINNUP; LORENZI, 2014). As flores podem ser encontradas na cor branca
(MACIEL et al., 2019) ou amarelada (PINTO; SCIO, 2014) e os frutos sao globosos e
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amarelos com sementes pretas (KINNUP; LORENZI, 2014). Pertencente a familia
Cactaceae e género Pereskia, € uma espécie natural de florestas tropicais, mas
pode crescer domesticamente em areas urbanas e rurais (MACIEL et al., 2019).

Sendo um vegetal tipico de regides tropicais, P. aculeata é principalmente
encontrada no continente americano, sul e sudeste da Africa e nordeste e sudeste
da Australia (AGOSTINI-COSTA, 2020). No Brasil, € encontrada nos biomas
Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica e Pampas, de modo que sua distribuicao se da
entre as regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul (ZAPPI et al., 2020), locais
onde é popularmente conhecida por ora-pro-nobis, carne-de-pobre, cipdé-santo e
espinho-de-santo-anténio (AGOSTINI-COSTA, 2020).

Apesar de sua utilizagdo como ingrediente em pratos tipicos da culinaria
regional, os cultivos de ora-pro-nobis sdo raramente realizados com fins comerciais.
Na regidao de Minas Gerais, € comum encontrar cultivos da planta em quintais e
hortas, salvo algumas variedades que sdo empregadas para paisagismo (KINNUP;
LORENZI, 2014). Nos ultimos anos, P. aculeata tem despertado o interesse dos
consumidores, aparecendo em cardapios de restaurantes de alta gastronomia no
Rio de Janeiro e em Sao Paulo, o que resultou em um aumento no mercado dessa
hortalica (RODRIGUES, 2017). Além da folha fresca, alguns agricultores familiares
também realizam o cultivo da ora-pro-ndbis com a finalidade de comercializar a
farinha obtida das folhas dessa espécie, estabelecendo parcerias com empresas
locais. Devido aos elevados teores de proteina presentes nas folhas de P. aculeata,
a farinha pode ser utilizada na industria alimenticia para enriquecer a composigao
nutricional de bebidas, massas, paes e biscoitos (RODRIGUES, 2017).

Nos locais em que € encontrada, a ora-pro-nébis € tradicionalmente utilizada
na alimentacédo (DIAS et al., 2005). Em sua forma fresca, as folhas e flores séo
consumidas em saladas, refogados e omeletes, enquanto a farinha obtida das folhas
secas pode ser utilizada no preparo de tortas e massas caseiras (ROCHA et al.,
2008). Aléem de sua utilizagdo na culinaria, as folhas também s&o conhecidas na
medicina popular por seu potencial emoliente e aplicagdo no tratamento de
inflamacdes, queimaduras de pele e cicatrizagao de feridas, propriedade relacionada
ao alto conteudo de mucilagem que as folhas dessa espécie apresentam (PINTO;
SCIO, 2014; CARVALHO et al., 2014). Os frutos, além de serem utilizados na
alimentagdo para preparagdo de geleias e sucos (KINNUP; LORENZI, 2014)
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também apresentam uso tradicional na medicina popular por suas atividades
expectorante e anti-sifilitica (PINTO; SCIO, 2014; CARVALHO et al., 2014).

3.2 Composigao nutricional

O uso tradicional da ora-pro-ndbis na culinaria regional torna-a a principal
fonte de proteina disponivel em algumas comunidades menos favorecidas
(ALMEIDA et al., 2014; PINTO et al., 2015a). Tal fato se deve aos elevados teores
de proteinas presentes nas folhas dessa espécie, calculados entre 18,5 e 28,4%
(m/m) em base fresca (MERCE et al., 2001; GIRAO et al., 2003; TAKEITI et al.,
2009), demonstrando-se superiores aos teores (m/m) de outros vegetais como
couve (1,6%), alface (1,3%), milho (7,6 a 10,0%) e feijdo (18,0 a 20,0%) (MERCE et
al., 2001). Vale ressaltar que, recentemente, um estudo realizado por Botrel et al.
(2019) estabeleceu comparagdes entre o perfil de aminoacidos e composi¢cao
proteica de diferentes clones de ora-pro-nébis, determinando valores de proteina
entre 16,6 e 23,9% (m/m) em base seca. As variagdes nos valores de proteina
desse estudo sdo explicadas como decorrentes da idade fisiolégica da planta,
origem botanica, manejo agrondmico, composicdo do solo e/ou variabilidade
genética (BOTREL et al.,, 2019). As folhas dessa espécie apresentam excelente
perfil de aminoacidos (ALBUQUERQUE et al., 1991), destacando-se, entre os
aminoacidos essenciais, leucina (BOTREL et al., 2019) e triptofano (TAKEITI et al.,
2009).

Ainda sobre a composi¢cdo nutricional das folhas, P. aculeata apresenta
elevados niveis de fibras dietéticas totais, minerais e vitaminas (TAKEITI et al., 2009;
PINTO; SCIO, 2014). Os valores de fibras dietéticas totais foram estimados em 39,1
g/100g em base seca, destacando-se o conteudo de fibras soluveis (5,2 g/100g)
(TAKEITI et al., 2009). Dentre o conteudo de minerais, destacam-se calcio (3.420
mg/100g), magnésio (1.900 mg/100g), manganés (46,40 mg/100g) e zinco (26,70
mg/100g), valores determinados nas folhas frescas por Takeiti et al. (2009). Esses
mesmos autores também determinaram os valores de vitamina A (2.333 UI/1009),
vitamina C (185,8 mg/100g), acido félico (19,3 mg/100g) e B-caroteno (4,2 mg/100g)
em base fresca. O conteudo de a- e B-caroteno foi determinado por Agostini-Costa
et al. (2014) nas folhas frescas, resultando em valores entre 2,5-4,9 ug/g e 13,8-47,0

Mg/g respectivamente. Esses valores indicam que as folhas de ora-pro-nébis podem
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ser boas fontes de pré-vitamina A, cujos niveis variam entre 121,1 a 410,8 ug de
equivalente de acido retindico por 100g (AGOSTINI-COSTA et al., 2014).

E, ainda, somam-se as informagdes sobre composi¢ao nutricional estudos
que determinaram baixos niveis de lipideos, como metil palmitato, metil estearato e
metil oleato nas folhas de P. aculeata (MERCE et al., 2001; GIRAO et al., 2003;
TAKEITI et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2013). Dessa forma, considerando-se o
conteudo proteico, perfil de aminoacidos e niveis de minerais e vitaminas, o
consumo das folhas de ora-pro-ndbis apresenta varios beneficios, de modo a

torna-la uma opcao alternativa na composi¢cao de uma dieta nutritiva.

3.3 Fitoquimica

No que se refere a fitoquimica de P. aculeata, foram identificados flavonoides,
carotenoides, derivados de acido benzoico, fenilpropanoides, esterdis,
monoterpenos, sesquiterpenos, um alcaldide inddlico e fenetilaminas (Figura 1)
(PINTO; SCIO, 2014; PINTO et al., 2015; SOUZA et al., 2016; GARCIA et al., 2019;
AGOSTINI-COSTA, 2020). Estudos realizaram a determinagdo dos compostos
fendlicos em base seca, resultando em valores entre 0,2 a 87,2 mg de compostos
fendlicos totais equivalentes ao acido galico por grama de folha seca (ALMEIDA et
al., 2014; SILVA et al., 2018; AGOSTINI-COSTA, 2020; SOUZA et al., 2021), e em
extratos, dos quais destacam-se os extratos hidroetandlico 70% e acetona 80% com
os valores mais elevados, 95,6 e 117,8 mg de compostos fendlicos totais

equivalentes ao acido galico por grama de extrato (ALMEIDA et al., 2014).



Figura 1 - Estruturas quimicas de metabdlitos secundarios identificados em P.
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Sobre os compostos fendlicos presentes nas folhas de ora-pro-nébis, os
valores determinados por Pinto et al. (2012) em extrato metandlico para o conteudo
de fendlicos totais (17,3 mg de compostos fenodlicos totais equivalentes ao acido
tdnico por grama de extrato) e para o conteudo de flavonoides (13,1 mg de
flavonoides totais equivalentes a rutina por grama de extrato) sugerem uma
predominancia dos flavonoides entre os compostos fendlicos. Em outro estudo,
Souza et al. (2021) definiram o conteudo de flavonoides e de antocianinas em base
seca encontrando, respectivamente, os valores 12,2 mg de compostos fendlicos
totais equivalentes ao acido galico por grama de folha seca e 1,2 mg de
antocianinas equivalentes a cianidina-3-glicosideo por grama de folha seca.

Ainda em relagao ao perfil quimico das folhas de P. aculeata, Garcia et al.
(2019) determinaram os conteudos de fenilpropanoides totais, flavonoides totais e
compostos fendlicos totais em extrato hidroetandlico 70% através de método por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com Detector de Arranjo de Diodos e
Detector de Massas de lonizagao por Eletrospray (HPLC-DAD-ESI/MS"), obtendo os
valores 12,3%, 11,4% e 23,7% respectivamente. Foram encontrados derivados de
acido cafeico e flavonoides, os quais foram identificados e quantificados como acido
cis-caftarico (9,5% m/m), acido trans-caftarico (2,2% m/m), derivados de &cido
cafeico (0,57% m/m), quercetina-3-O-rutinosideo (3,6% m/m),
isorhamnetina-O-pentosideo-O-rutinosideo (2,3% m/m),
quercetina-O-pentosideo-O-rutinosideo (2,1% m/m), isorhamnetina-3-O-rutinosideo
(1,3% m/m), kaempferol-3-O-rutinosideo (0,8% m/m),
quercetina-O-pentosideo-O-hexosideo (0,7% m/m) e
isorhamnetina-O-pentosideo-O-hexosideo (0,6% m/m).

Além disso, outros compostos ainda foram quantificados nas folhas de
ora-pro-nobis, como os taninos condensados, em extrato aquoso, hidroetandlico
70% e acetona 80%, através de ensaio com vanilina sulfurica, obtendo-se,
respectivamente, 2,6, 4,0 e 7,6 mg de taninos condensados totais equivalentes a
catequina por grama do extrato (SOUSA et al., 2014). Ademais, triterpenos, esterdis
e outros compostos minoritdrios como sitosterol (24,7%), taraxasterol (11,6%),
campesterol (9,0%), taraxerol (7,1%), stimasterol (6,9%) e o diterpeno fitol (4,5%)
também foram identificados por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas (GC-MS) em fragdo hexanica de extrato metandlico (PINTO et al.,

2015b). Alguns estudos utilizando Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
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acoplada a Espectrometria de Massas UHPLC-MS/MS identificaram triptamina, um
alcaloide inddlico e as fenetilaminas mescalina e hordenina nas folhas de
ora-pro-nobis (PINTO et al., 2015a).

Em relacdo a composig¢ao do 6leo essencial das folhas de P. aculeata, poucos
estudos sédo encontrados. Entre eles, Souza et al. (2016) realizaram analise do 6leo
essencial obtido das folhas secas por hidrodestilagéo, obtendo-se um rendimento de
0,02% m/m. Foram identificados 24 compostos por GC-MS, incluindo
hidrocarbonetos monoterpenos (0,6%), monoterpenos oxigenados (16,0%),
sesquiterpenos oxigenados (44,9%), hidrocarbonetos diterpenos (5,1%) e
nao-terpenos (24,4%). Destacam-se acoreno (30,0%),
(Z,2)-metil-4,6-hexadecadieno (16,3%), 1-nonadecenol (6,2%), (5E,9E)-farnesil
acetona (5,7%), ciclopentadecanolideo (5,5%) e fitol (5,1%), encontrados
majoritariamente na composigao.

A mucilagem presente nas folhas de ora-pro-nébis foi estudada por Martin et
al. (2017) através da analise de polissacarideos por GC-MS e Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), permitindo caracteriza-la como um heteropolissacarideo
formado principalmente por uma cadeia de unidades de B-D-galactopiranosil-(1—4)
parcialmente substituidas por arabinose. Além disso, também foi identificada a
presenca de acido galacturbnico parcialmente esterificado e unidades de fucose
(MARTIN et al., 2017).

3.4 Atividade farmacolégica e desenvolvimento de novos produtos

P. aculeata apresenta grande potencial bioativo, sendo descritas na literatura
atividades antioxidante, antibacteriana, tripanocida, citotoxicidade em linhagens de
células tumorais, anti-inflamatoéria e cicatrizante (MACIEL et al., 2019; VIEIRA et al.,
2019). A atividade antioxidante foi avaliada por ensaio com radical DPPH em
extratos aquoso, hidroetandlico 70% e acetona 80%, e os valores de Concentracéo
Efetiva 50 (CEs,) foram descritos como 106,1, 56,6 e 49,1 pg/mL, respectivamente
(SOUSA et al., 2014).

Em relacdo a atividade antibacteriana, estudos mostraram que extratos
hidroetandlicos, metandlicos, cloroférmicos e de éter de petroleo foram capazes de
inibir o crescimento de algumas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(GARCIA et al., 2019; SOUZA et al.; 2016). Souza et al. (2016) também
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demonstraram o potencial antifungico de alguns desses extratos em espécies de
Penicillium sp. e Aspergillus sp.

Também foi descrito potencial tripanocida para extrato aquoso das folhas de
ora-pro-nobis, o qual foi capaz de eliminar completamente a forma tripomastigota de
Trypanosoma cruzi em 24 h (VALENTE et al., 2007). Ademais, em estudos in vitro,
os extratos das folhas de P. aculeata (aquoso, metandlico, cloroférmico,
diclorometano:metanol 1:1 e éter de petréleo) também apresentaram citotoxicidade
em diferentes linhagens de células tumorais (VALENTE et al., 2007; PINTO et al.,
2012; SOUZA et al., 2016).

Além disso, o potencial anti-inflamatério e cicatrizante dessa espécie vegetal
também é amplamente descrito (SARTOR et al., 2010; PINTO et al., 2015a; MACIEL
et al., 2019; CARVALHO et al., 2014; PINTO et al., 2016; PINTO et al., 2015b). Pinto
et al. (2015b) demonstraram que a fragao hexanica de extrato metandlico das folhas
foi capaz de reduzir os niveis de Interleucina 6 (IL-6) e Fator de Necrose Tumoral
alfa (TNF-a) em ratos, demonstrando seu potencial anti-inflamatério topico. Esta
mesma fracdo foi empregada por Fontes et al. (2019) na elaboragdo de um creme
farmacéutico em concentragées entre 6 e 12% (Inflativ®), também agindo em
inflamacdes topicas agudas e crénicas em modelos animais.

Observa-se, portanto, que as atividades bioldgicas de P. aculeata descritas na
literatura tornam-na uma espécie de grande interesse na pesquisa cientifica e
promissora na busca por novos farmacos e medicamentos. Contudo, seu principal
potencial relaciona-se ao ramo alimenticio, ja que alguns estudos descreveram o
uso da farinha obtida das folhas de ora-pro-ndbis no desenvolvimento de outros
produtos com a finalidade de enriquecer o conteudo nutricional destes (TAKEITI et
al., 2009; LIMA JUNIOR et al., 2013; BARBALHO et al., 2016). Outro potencial
dessa espécie que também pode ser explorado é a utilizagdo da mucilagem
presente nas folhas, das quais podem ser extraidos os hidrocoloides, aplicados
como espessantes, gelatinizantes e emulsificantes de alimentos (RESENDE et al.,
2016).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais e equipamentos
Balanca analitica: Marte®, modelo AY220.
Balanga com radiagio por infravermelho: GEHAKA®, modelo 1V 2000.

Cartucho para extragdo em fase sélida: Agilent SampliQ® C18 (15 x 10mm; 55
Hm).

Coluna cromatografica para HPLC-UV: Ascentis® C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 ym),

Supelco.

Coluna cromatografica para UHPLC-UV: ACQUITY® UPLC HSS T3 (100 mm, 2,1
mm X 1,8 ym).

Coluna cromatografica para GC-MS: Agilent®, modelo 19091S-433 de silica
fundida (30 mm x 250 pym x 0,25 pm; 5% de difenilsiloxano e 95% de

dimetilpolisiloxano).
Cromatoégrafo a gas: Agilent®, 7890A, equipado com detector MSD, 5975C.

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia - HPLC (Shimadzu®): bomba binaria
LC-6AD, desgaseificador, injetor manual com loop de 20 pL, detector UV/VIS de
comprimento de onda variavel SPD-20A, programa gerenciador do cromatografo
CBM-20A e de dados LC solution® versdo 1.25 SP4.

Cromatégrafo Liquido de Ultra Eficiéncia - UHPLC (Waters®): modelo ACQUITY®
H-class PLUS com bomba quaternaria, desgaseificador, injetor automatico com loop
de 10 pL, detector UV, programa gerenciador do cromatégrafo e de dados ACQUITY
UPLC H-Class.

Estufa de secagem de material vegetal com circulagao de ar: Fanem®, modelo
320-SE.

Espectrofotémetro no UV: Shimadzu®, modelo 1800 manual.

Placas de silica gel para CCD: Macherey-Nagel® (espessura 0,20 mm).
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Filtro de membrana para extratos: 0,22 um, PVDF, Milipore®.

Filtro de membrana para éleo essencial: 0,20 ym, Chromafil®.
Liofilizador: Christ®, modelo alpha 2-4 LD plus.

Microscépio automatico: GE Healthcare®, modelo IN Cell Analyser 200.
Moinho de facas: Tecnal®, modelo TE 148.

Padrio de acido galico: Impex®, CAS: 5995-86-8.

Padrio de n-alcanos: Sigma Aldrich®, C8 - C20.

Padrio de quercetina: Sigma Aldrich®, CAS: 117-39-5.

Reagente Folin-Ciocalteau: Dinamica®, CAS: 10213-10-2, 10102-40-6.
Rotaevaporador: Heidolph®, modelo Hei-VAP-Advantage.

Solventes:

a) Agua ultrapura: Merck Milipore®, modelo Direct® - Q 3 UV.

b) Solvente grau cromatografico: metanol J. T. Baker®;, acido acético J. T.
Baker®; hexano Anidrol® ; acetonitrila J. T. Baker®.

c) Solvente grau PA: etanol LS Chemicals®; acetato de etila LS Chemicals®;
heptano Dinamica®, tolueno LS Chemicals®, metanol LS Chemicals®, acido
acético LS Chemicals®.

d) NADES: mentol Dinamica®, CAS: 89-78-1; canfora Exodo Cientifica®, CAS:
76-22-2.

Ultrassom: Odontobras®, modelo 2840D.

4.2 Coleta e preparo do material vegetal

As folhas de Pereskia aculeata Mill. foram coletadas no dia 22 de outubro de
2020, no municipio de Araraquara-SP, em area urbana - 21° 47" 28,777 S e 48° 11°
17,675 O, 643 m de altitude, no periodo da manha (entre 7 e 8h). Este estudo foi
registrado (Anexo 1) no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do

Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) do Conselho de Gestdo do
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Patrimonio Genético do Ministério do Meio Ambiente, sob o cddigo AE422BB
(Unesp, 48.031.918 / 0001-24).

As folhas foram submetidas a secagem em estufa com circulagdo de ar
(Fanem®, modelo 320-SE) a 40°C durante 3 dias, periodo no qual foi realizado o
controle de perda de umidade através da pesagem de uma amostra do material até
massa constante. Para tanto, foram pesadas 4,0 g do material vegetal, em unicata, e
realizaram-se as pesagens com intervalo de 12-12h. A moagem do material foi
realizada em moinho de facas (Tecnal®, modelo TE 148) e o material seco e moido

foi armazenado em recipiente de vidro vedado em geladeira.

4.2.1 Perda por dessecagao em balanga com radiagao por infravermelho

Para a analise de perda por dessecacao, foi pesado 1,0 g do material vegetal
seco e moido e submetido a aquecimento em balanga com radiagdo no
infravermelho (GEHAKA®, modelo IV 2000) por 5 min. Este procedimento foi
realizado em duplicata e o resultado foi expresso como a média dos dois valores
obtidos em porcentagem (% m/m) (BRASIL, 2010).

4.3 Obtencdo dos extratos hidroetandlico 70% e etandlico de folhas de P.

aculeata

Para obtencdo dos extratos, as folhas secas e moidas foram submetidas a
sonicagao com agitacdo ocasional, realizada em trés etapas de 20 min em banho de
ultrassom (Odontobras®, modelo 2840D). Foram utilizados etanol 70% (extrato
hidroetandlico) e etanol (extrato etandlico) como liquidos extratores na proporgao
1:15 (m/v). As solugdes extrativas obtidas foram filtradas em papel de filtro. A
secagem do extrato etandlico foi realizada por rotaevaporagéo (aparelho Heidolph®,
modelo Hei-VAP-Advantage), seguida de secagem do material residual em capela e
dessecador com silica gel ativada. Para o extrato hidroetandlico 70%, apos a
rotaevaporagao foi realizada a liofilizagdo (Christ®, modelo alpha 2-4 LD plus) para
remocao da agua presente na solugcdo extrativa e, posteriormente, secagem do
material residual em capela sob fluxo de ar e dessecador com silica gel ativada. Os
extratos secos foram mantidos em frascos de vidro vedados, identificados e sob

refrigeragao.
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4.4 Obtencao de extrato de folhas de P. aculeata utilizando NADES lipofilicos

Para a obtencado dos extratos a partir de NADES, as folhas secas e moidas
foram submetidas a extragdo com mentol e canfora 1:1 (m/m) (SEKHARAN et al.,
2021; CUNHA; FERNANDES, 2018) por sonicagdo (Odontobras®, modelo 2840D)
em uma etapa de 20 min na proporgao 1:10 (m/v). O NADES foi preparado sob

agitacado e aquecimento com controle de temperatura, a fim de nao ultrapassar 80°C.

4.5 Obtencgao do 6leo essencial das folhas de P. aculeata

A obtencdo do 6leo essencial das folhas de ora-pro-noébis foi realizada em
aparelho tipo Clevenger, com o material vegetal fresco rasurado. Para a extragao do
oleo essencial, foram utilizados 450 g de material vegetal com adigdo de 2,5 L de
agua deionizada a baldo de fundo redondo com capacidade de 5 L. O conteudo
obtido por hidrodestilagdo foi coletado e realizou-se uma extragao liquido-liquido,
utilizando 90 mL de éter dietilico em trés etapas. Apds eliminagao do solvente por
secagem em capela sob fluxo de ar, o Oleo essencial obtido foi identificado e

armazenado em frasco de vidro em congelador comum (-14 °C a -25 °C).

4.6 Determinacgao do teor de compostos fendlicos totais

A determinacdo do teor de compostos fendlicos totais foi realizada por
fotometria no visivel, com utilizacdo de método de oxirredugdo empregando
reagente de Folin-Ciocalteau e realizacdo de curva analitica com padrdo acido
galico, conforme descrito por Singleton et al. (1999). As amostras foram preparadas
em ftriplicata, com sua absorbancia medida em 760 nm, utilizando espectrofotdmetro
UV/Vis de cubetas (Shimadzu®, modelo 1800 manual). Foram realizadas leituras dos
extratos etandlico e hidroetandlico 70% em concentracado de 3 mg/mL (em etanol). A
curva analitica de acido galico foi obtida com 6 solugdes do padrao (triplicata) em
concentragcdes entre 0,625 a 20 pg/mL (em etanol). Os resultados obtidos foram
expressos em teor de compostos fendlicos totais equivalentes a acido galico (%

m/m).
4.7 Determinacgao da atividade antioxidante utilizando o radical DPPH

A avaliagdo da atividade antioxidante foi realizada utilizando-se o radical

1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH), de acordo com o método proposto por Sharma e
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Bhat (2009), com algumas alteragcbes. Foram preparadas, em ftriplicata, solugoes
com diferentes concentragbes dos extratos etandlico e hidroetandlico 70% (25, 50,
100, 200, 400 e 800 pg/mL). A solugdo de DPPH- foi preparada a 280 uM em etanol.
Estas concentracdes referem-se as solugdes inicialmente preparadas.

No preparo das misturas reacionais, foram utilizados 3 mL das solugdes com
diferentes concentragées dos extratos etandlico e hidroetandlico 70% e 1 mL da
solucdo de DPPH-. As concentragdes finais obtidas nas misturas reacionais foram
18,75; 37,5; 75; 150; 300 e 600 ug/mL para ambos os extratos. A solugdo de DPPH-
apresentou concentracdo de 70 yM na mistura reacional. Como branco foram
utilizados 3 mL das solugdes com diferentes concentragées dos extratos e 1 mL de
etanol. As reacdes foram incubadas em temperatura ambiente por 30 min ao abrigo
de luz e, em seguida, realizou-se a leitura da absorbancia em 517 nm utilizando
espectrofotdbmetro UV/Vis de cubetas (Shimadzu®, modelo 1800 manual). A partir
dos valores de absorbancia obtidos foram calculadas as médias e a porcentagem de

inibicdo do radical DPPH, segundo a Equacéo 1.

Equacgao (1) - Calculo da porcentagem de inibicao do radical DPPH.

% Inibicao = (

Amax — A amostra % Inibicdo = porcentagem de inibicdo do
X 100  radica DPPH

Amax A max = absorbancia do radical DPPH

naauséncia de amostra em 517 nm

A amostra = absorbdncia do radical
DPPH na presenca de amostra em 517
nm

4.8 Ensaio de embriotoxicidade utilizando zebrafish

O ensaio para avaliagao da embriotoxicidade de extrato etandlico de folhas de
P. aculeata foi conduzido em modelo animal alternativo utilizando embrides de Danio
rerio (popularmente conhecido como zebrafish), de acordo com Singulani et al.
(2018) e seguindo as recomendagdes da Organizagcdo para Cooperagcédo e
Desenvolvimento Econémico (OCDE) (OCDE, 2013). Por serem utilizados individuos
em fase embrionaria, ndo houve necessidade de autorizacdo do Comité de Etica no
Uso de Animais.

O extrato etandlico de folhas de P. aculeata foi testado em trés diferentes
concentragdes: 50, 100 e 200 pg/mL. Os animais foram mantidos em aquario com
controle de temperatura (28 + 0,5 ° C) em ciclo de 14h de luz e 10h de escuro. Apds

a coleta, os embrides foram mantidos em meio embrionario, formado composto por
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NaCl 10 mM; KCI 0,34 mM; 0,66 mM CaCl,-:2H,0; 0,66 mM MgCl,-6H,0 e
suplementado com 0,00003% de azul de metileno. Esses embrides foram
transferidos para placas de 96 pocos incubadas a 28° C e a observacgao foi realizada
em microscopio invertido apos 24, 48 e 72 horas pos fecundagéo (hpf), conforme
recomendado pela OCDE (OCDE, 2013). A captura das imagens foi realizada em
microscépio automatico IN Cell Analyser 2000 (GE Healthcare®). As curvas de
sobrevivéncia foram tracadas utilizando-se o método de Kaplan-Meier e comparadas

através do teste de log-rank.

4.9 Andlise dos extratos etandlico e hidroetandlico por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD)

Para realizacdo da analise dos extratos etandlico e hidroetandlico 70% por
Cromatografia em Camada Delgada (CCD), foram utilizadas cromatoplacas de silica
gel Macherey-Nagel® (espessura 0,20 mm) cortadas nas dimensdes de laminas
microscopicas. As amostras foram preparadas na concentracdo de 1 mg/mL em
etanol e aplicadas nas cromatoplacas com auxilio de capilar de vidro. A fase moével
foi constituida por tolueno: acetato de etila: metanol: acido acético 5,3:4:0,5:0,2 (v/v).
A revelacao das substancias foi realizada por vaporizacdo com anisaldeido sulfurico

seguido de aquecimento em estufa a 110° C por cerca de 10 min.

410 Pré-tratamento das amostras para analise por cromatografia liquida
(HPLC-UV e UHPLC-UV)

4.10.1 Pré-tratamento para analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(HPLC-UV)

Para analise por HPLC, foram realizados trés tipos de pré-tratamento por
extragdo em fase soélida (EFS). Em todos os pré-tratamentos (itens 4.10.1 e 4.10.2)
foi realizada a ativagao do cartucho com metanol e condicionamento com o primeiro
eluente.

Nos dois primeiros procedimentos foi utilizado cartucho Agilent SampliQ®
(C18; 15 x 10 mm, 55 pm) constituido por silica de fase reversa (FR). No
pré-tratamento 1, foram pesados 20 mg do extrato etandlico, solubilizados em 1 mL
de metanol:agua 95:5 (v/v) e eluidos com 4 mL desta mesma solugdo. As amostras
foram secas em capela sob fluxo de ar e, posteriormente, em dessecador com silica

gel ativada sob presséo reduzida. Em seguida, as mesmas foram solubilizadas em
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0,5 mL de metanol: agua 1:1 (v/v) e filtradas utilizando-se filtro de membrana PVDF

0,22 um (Milipore®).

Para o pré-tratamento 2, foram pesados 10 mg dos extratos etandlico e
hidroetandlico 70%, solubilizados em 1 mL metanol:agua 95:5 (v/v) e eluidos com 4
mL desta mesma solugcdo. As amostras foram secas em capela sob fluxo de ar e,
posteriormente, em dessecador com silica gel ativada sob pressao reduzida. Em
seguida, as mesmas foram solubilizadas em 0,5 mL de acetonitrila: agua 1:1 (v/v) e
filtradas utilizando-se filtro de membrana PVDF 0,22 um (Milipore®).

O pré-tratamento 3 foi realizado apenas com o extrato obtido pela extracao
via NADES (descrito no item 4.4). Utilizou-se cartucho de plastico para EFS vazio
com o filiro inferior e preenchido com silica gel 63-200 um. A altura da fase
estacionaria (hge) foi de 1,5 cm e a fase movel foi composta por heptano (eluente 1)
e acetato de etila (eluente 2). Foi eluido 1 mL do extrato de NADES com 2 mL de
heptano para eliminagao de interferentes (fracao heptano) e, em seguida, eluiram-se
os analitos de interesse com 4 mL de acetato de etila. As amostras foram secas em
capela sob fluxo de ar e em dessecador com silica gel, solubilizadas em 3,5 mL de

acetonitrila:agua 1:1 (v/v) e filtradas em membrana PVDF 0,22 uym (Milipore®).

4.10.2 Pré-tratamento para analise por Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia (UHPLC-UV)

Para analise por UHPLC-UV, foram realizados dois tipos de pré-tratamento
das amostras, ambos por EFS utilizando cartucho Agilent SampliQ® (C18; 15 x 10
mm, 55 pm) constituido por silica de FR. No pré-tratamento 1, foram utilizados 10
mg dos extratos etandlico e hidroetandlico 70%, os quais foram solubilizados em 1
mL de etanol:agua 85:15 (v/v). Esses extratos foram eluidos com 4 mL de
etanol:agua 85:15 (v/v), seguido de secagem das amostras, as quais foram
solubilizadas posteriormente em 1 mL de etanol:agua 75:25 (v/v) e filtracdo em
membrana PVDF 0,22 uym (Milipore®).

Para o pré-tratamento 2, foram pesados 20 mg dos extratos, os quais foram
solubilizados em 1 mL de solugéo etanol:agua 05:95 (v/v) e eluidos com 4 mL desta
mesma solugdo (fracdo etanol 5%) para eliminagdo de interferentes polares,
especialmente agucares. Em seguida, eluiram-se os analitos de interesse utilizando
uma solugao de etanol:agua 85:15 (v/v) (fracéo etanol 85%) e, por fim, foi realizada

a lavagem do cartucho (interferentes de baixa polaridade) eluindo com etanol 100%
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(v/v) (fracdo etanol). As amostras foram submetidas a secagem em capela,
solubilizadas em 1 mL de etanol:agua 15:85 (v/v) e filtradas em membrana PVDF
0,22 um (Milipore®).

4.11 Desenvolvimento de métodos analiticos por cromatografia liquida
(HPLC-UV e UHPLC-UV)

4.11.1 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC-UV)

Inicialmente, utilizou-se um gradiente exploratério para analise do extrato
hidroetandlico 70% por HPLC-UV. A andlise foi realizada em aparelho Shimadzu®,
utilizando coluna Ascentis® C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 ym), fase mével composta
por agua acidificada com 2% de acido acético (A) e metanol (B) em 5 - 100% B em
35 min, vazao de 1,0 mL/min, volume de injecédo de 20 uL e detecgcdo em 250 e 350
nm. Nesta condigdo de gradiente exploratério, foi analisado o extrato hidroetandlico
70% sob o pré-tratamento 1.

A partir dos cromatogramas obtidos nesta primeira analise, foram realizadas
modificagdes no tempo de gradiente e composi¢cao da fase moével, com a finalidade
de aprimorar a resolucao (R,) dos picos. As novas analises foram realizadas apenas
com o extrato hidroetandlico 70%, com a finalidade de aprimorar o meétodo,
submetido ao pré-tratamento 1. Foram testados métodos com agua acidificada a 2%
de acido acético (A) e metanol (B) e agua acidificada a 2% de acido acético (A) e

acetonitrila (C). As condi¢des testadas estdo descritas nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Condigdes cromatograficas (tempo de gradiente e %B) utilizadas para

analise em HPLC-UV de extrato hidroetandlico 70% de folhas de P. aculeata.

Condigao?® Fase Mével (%B) e tempo (min)
Condigéo 1 5-100 %B (0-35 min)
5 %B (0-5 min)
5-35 %B (5-7 min)
Condigéo 2 35-70 %B (7-40 min)
70 - 100 %B (40-45 min)
100 %B (45-50 min)
5 %B (0-5 min)
5 - 35 %B (5-7 min)
Condigéo 3 35 - 60 %B (7-40 min)
60 - 100 %B (40-45 min)
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100 %B (45-50 min)
5 %B (0-8 min)
5-25 %B (8-10 min)
Condicao 4 25 - 45 %B (10-40 min)
45 - 100 %B (40-42 min)
100 %B (42-45 min)

5 %B (0-5 min)
5-20 %B (5-7 min)
20 %B (7-20 min)

20 - 30 %B (20-22 min)
30 %B (22-35 min)
30 - 45 %B (35-42 min)
45 - 100 %B (42-55 min)
100 %B (55-57 min)

5 %B (0-5 min)
5-10 %B (5-7 min)
10 %B (7-16 min)

10 - 25 %B (16-18 min)
25 - 100 %B (18-50 min)
100 %B (50-55 min)

aCondigdes cromatograficas: coluna Ascentis® C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 pym); fase movel agua
acidificada a 2% de acido acético (A) e metanol (B); volume de injecdo 20 pL, vazdo 1 mL/min e
detector UV/Vis em comprimentos de onda 250 e 350 nm. Em todas as andlises apresentadas na
Tabela 1, foi utilizado como amostra o extrato hidroetandlico 70% submetido ao pré-tratamento 1.
Fonte: Elaborado pela autora.

Condicao 5

Condigao 6

Tabela 2. Condi¢cdes cromatograficas (tempo de gradiente e %C) utilizadas para
analise em HPLC-UV de extratos etandlico e hidroetandlico 70% de folhas de P.

aculeata.

Condigao?® Fase Mével (%B) e tempo (min) Condigcdo® Fase Moével (%B) e tempo (min)

10 - 75 %C (0-40 min)
Condigao 1° 5 - 100 %C (0-35 min) Condigao 8° 75 - 100 %C (40-42 min)
100 %C (42-47 min)
5 %C (0-5 min)

5-7 %C (5-7 mi
oC (5-7 min) 10 - 70 %C (0-40 min)
7 %C (7-16 min)

Condicéo 2° Condigdo 9° 70 - 100 %C (40-42 min)

7-15%C (16-18 min) 100 %C (42-47 min)
15 - 100 %C (18-50 min)

100 %C (50-55 min)
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5 %C (0-5 min)

5 - 25 %C (5-7 min) 5 %C (0-5 min)
Condig&o 3° 25 - 60 %C (7-40 min) Condig&o 10° 5-70 %C (5-40 min)
60 - 100 %C (40-45 min) 70 - 100 %C (40-42 min)

100 %C (45-50 min)
5 %C (0-5 min)
5-30 %C (5-7 min)
Condigéo 4° 30 - 40 %C (7-40 min) Condigéo 11°
40 - 100 %C (40-45 min)
100 %C (45-50 min)
5 %C (0-5 min)
5.- 25 %C (5-7 min)
25 - 35 %C (7-17 min)
Condigao 5° 35 - 45 %C (17-27 min) Condigéo 12°
45 - 70 %C (27-29 min)
70 - 100 %C (29-40 min)
100 %C (40-45 min)
5 %C (0-5 m'”). 10 %C (0-5 min)
Condiggo 6° 5 - 90 %C (5-40 min) Condiggo 13°¢ 10 - 90 %C (5-30 min)
90 - 100 %C (40-42 min) 90 - 100 %C (30-32 min)
100 %C (42-47 min)
10 - 80 %C (0-40 min) 10 - 90 %C (0-40 min)
Condigo 7° 80 - 100 %C (40-42 min) Condicao 14° 90 - 100 %C (40-42 min)
100 %C (42-47 min)

10 - 70 %C (0-30 min)
70 - 100 %C (30-32 min)

10 - 90 %C (0-30 min)
90 - 100 %C (30-32 min)

100 %C (42-47 min)

aCondigbes cromatograficas: coluna Ascentis® C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 ym); fase movel agua
acidificada a 2% de acido acético (A) e acetonitrila (C); volume de injegdo 20 pL, vazédo 1 mL/min e
detector UV/Vis em comprimentos de onda 250 e 350 nm. YAmostra submetida a pré-tratamento 1.
°Amostra submetida a pré-tratamento 2. °Excepcionalmente na condicdo 13 a fase movel foi
composta por agua acidificada a 2% de acido acético (A) e acetonitrila acidificada a 2% de acido
acético (B). Fonte: Elaborado pela autora.

4.11.2 Analise por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC-UV)

As analises por UHPLC-UV foram realizadas utilizando-se sistema UPLC
ACQUITY Waters®, acoplado a detector no UV/Vis (UHPLC-UV). A separagdo
cromatografica foi realizada em coluna ACQUITY UPLC HSS T3 (1,8 uym, 2,1 mm x
100 mm). Realizou-se a detecgdo em comprimentos de onda de 250 e 350 nm.
Foram testadas trés diferentes fases mdveis, sendo elas: dgua com 1% de acido

acético (A) e etanol (B) agua acidificada a 2% de acido acético (A) e etanol (B), e
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agua acidificada a 2% de acido acético (A) e metanol (B). Iniciou-se a analise com
gradiente exploratério partindo de 5 a 100% B em 10 min, vazao de 0,2 mL/min e
volume de injecdo de 10 pL. Para as demais analises, foram alterados os
parametros de tempo de gradiente, vazdo e % B, conforme descrito nas Tabelas 3 e

4. Algumas analises foram realizadas apenas com o extrato hidroetanélico 70%.

Tabela 3. Condi¢gdes cromatograficas (tempo de gradiente e %B) utilizadas para
analise em UHPLC-UV de extratos etandlico e hidroetandlico 70% de folhas de P,
aculeata, utilizando fase mével composta por agua acidificada com 1 ou 2% de acido

acético (A) e etanol (B).

Condigao® Fase Movel (%B) e tempo (min)
Condigéo 1° 5-100 %B (0-10 min)
Condigéao 2° 5-100 %B (0-10 min)

5 %B (0-3 min)
5 - 35 %B (3-4 min)
Condicao 3° 35 - 55 %B (4-8 min)
55 - 100 %B (8-12 min)
100 %B (12-15 min)
25 - 25 %B (0-10 min)
25-60 %B (10-12 min)
Condigao 4° 60 - 95 %B (12-22 min)
95 - 100 %B (22-23 min)
100 %B (23-25 min)
5-20 %B (0-2 min)
20 - 25 %B (2-12 min)
25 - 60 %B (12-14 min)
60 - 95 %B (14-24 min)
95 - 100 %B (24-25 min)
100 %B (25-27 min)

aCondigdes cromatograficas: coluna ACQUITY® UPLC HSS T3 (1,8 um, 2,1 mm X 100 mm); volume
de injegdo 10 pL, e detector UV/Vis em comprimentos de onda 250 e 350 nm. ®°Fase mdvel composta
por agua acidificada a 1% de acido acético (A) e etanol (B); vazao 0,2 mL/min; amostras submetidas
a pré-tratamento 1. ‘Fase moével composta por agua acidificada a 2% de acido acético (A) e etanol
(B); vazao 0,3 mL/min; amostra submetida a pré-tratamento 2. Fonte: Elaborado pela autora.

Condicao 5°

Tabela 4. Condigbes cromatograficas (tempo de gradiente e %B) utilizadas para

analise em UHPLC-UV de extrato hidroetandlico 70% de folhas de P aculeata,
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utilizando fase movel composta por agua acidificada a 2% de acido acético (A) e

metanol (B).

Condigao® Fase Movel (%B) e tempo (min) Condicdo® Fase Moével (%B) e tempo (min)

3 %B (0-5 min) 35 - 55 %B (0-8 min)
3 - 45 %B (5-7 min) 55 - 70 %B (8-10 min)
Condigéo 1 45 - 55 %B (7-15 min) Condigéo 5 70 - 90 %B (10-15 min)
55 - 100 %B (15-17 min) 90 - 100 %B (15-16 min)
100 %B (17-19 min) 100 %B (16-18 min)
0-5 %B (0-5 min) 30 - 55 %B (0-8 min)
5 -40 %B (5-7 min) 55 - 70 %B (8-10 min)
Condicéo 2 40 - 55 %B (7-15 min) Condigéo 6 70 - 90 %B (10-15 min)
55-100 %B (15 a 17 min) 90 - 100 %B (15-16 min)
100 %B (17 a 19 min) 100 %B (16-18 min)
0 - 10 %B (0-5 min) 25 - 55 %B (0-8 min)
10 - 40 %B (5-7 min) 55 - 70 %B (8-10 min)
Condigéo 3 40 - 55 %B (7-15 min) Condigao 7 70 - 90 %B (10-15 min)
55 - 100 %B (15-17 min) 90 - 100 %B (15-16 min)
100 %B (17-19 min) 100 %B (16-18 min)

15 %B (0-4 min)
15 - 37 %B (4-6 min)

40 - 57 %B (0-8 min) 57 -90 37 %B (6-14 min)
Condigéo 4 %B (8-15min) 90-100 % B Condigao 8 37 - 50 %B (14-16 min)
(15-17 min) 100 %B (17-19 min) 50 - 90 %B (16-24 min)

90 - 100 %B (24-25 min)
100 %B (25-27min)

aCondigdes cromatograficas: coluna ACQUITY® UPLC HSS T3 (1,8 um, 2,1 mm X 100 mm); volume
de injecao 10 pL, detector UV/Vis em comprimentos de onda 250 e 350 nm; fase mével composta por
agua acidificada a 2% de acido acético (A) e metanol (B); vazdo 0,35 mL/min; amostras submetidas a
pré-tratamento 2. Fonte: Elaborado pela autora.

4.12 Identificacdo de metabdlitos secundarios do dleo essencial por

Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

As analises das amostras foram realizadas em um cromatografo a gas (GC)
Agilent®, modelo 7890A, equipado com injetor automatico modelo G4513A e com
fonte de ionizagdo por elétrons (EI-MS) operando em 70 eV. A separagao
cromatografica foi realizada em coluna capilar Agilent® , modelo 19091S-433, de
silica fundida (30 m x 250 ym d. i. x 0,25 pm). Foi utilizado gas hélio (99,999%) como

gas de arraste, a um fluxo constante de 1,0 mL/min. A temperatura do injetor e da
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fonte de ions foi de 250°C. As amostras foram preparadas em hexano grau

espectroscopico e o volume de injegao de amostra foi de 1,0 uL, modo split (1:10). A
temperatura do forno foi programada de 60°C a 250°C a uma velocidade de 3°C/min,
por 60 minutos. Os espectros de massas foram registrados com um intervalo de
varredura de 0,5 s na faixa de massas de 40 a 600 Da.

Identificaram-se os componentes nas amostras do 6leo essencial (OE)
baseando-se nos respectivos indices de retengao relativos a uma série homodloga de
n-alcanos (C8 - C20, Sigma Aldrich®) nas mesmas condigbes da amostra.
Posteriormente, foi realizada a identificacdo através dos espectros de massas, os
quais foram comparados com os espectros contidos nas bibliotecas do sistema de
dados do GC.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perda por dessecagao em balanga com radiagao por infravermelho

A secagem do material vegetal em estufa com circulagdo de ar em
temperatura controlada foi realizada com a finalidade de remover a agua livre
presente nas folhas da planta. Este processo € importante, pois a presencga de agua
nas folhas, mesmo apds a coleta do material, favorece o desenvolvimento de
reacbes do metabolismo vegetal, bem como o crescimento de microorganismos
capazes de degradar o material.

O resultado obtido apds a realizagdo da determinagcdo de umidade, em
duplicata, foi na média de 6,0% + 0,2 (m/m). Este teor encontra-se abaixo do limite
maximo de 14% descrito na literatura (SIMOES et al., 2017). Obter teores de
umidade abaixo do limite é essencial para garantir que a quantidade de agua
residual presente nas folhas apds a secagem em estufa ndo cause deterioragao das

substancias a serem analisadas.

5.2 Determinagao do teor de compostos fendlicos totais

O método empregado neste trabalho para a determinagdo do teor de
compostos fendlicos totais utiliza o reagente de Folin-Ciocalteu, o qual € composto
por uma mistura complexa de cations. Quando em contato com compostos fendlicos
presentes nas amostras, o reagente de Folin-Ciocalteu sofre reducéo e ocorre a

formagdo do complexo azul de molibdénio, que apresenta absor¢do em
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comprimento de onda de 760 nm (SOUSA et al.,, 2014). Os compostos fendlicos
presentes em espécies vegetais possuem importante atividade antioxidante sendo,
portanto, capazes de reduzir o reagente de Folin-Ciocalteu.

Com a média dos resultados das leituras de absorbancia das solucdes do
padrdo acido galico em diferentes concentragdes, obteve-se a curva analitica
apresentada na Figura 2, com os valores de x correspondentes as diferentes
concentragbes das solugbes de acido galico e y correspondente aos respectivos
valores de leitura da absorbancia em 760 nm. Através do grafico plotado,
determinou-se a equacao da reta correspondente (y = 0,100x + 0,064), bem como a
correlagdo entre as variaveis através do coeficiente de correlagdo de Pearson (R =
0,999).

Figura 2 - Curva analitica de acido galico (0,625 a 20 ug/mL) obtida com reagente
de Folin-Ciocalteu a partir da leitura das solu¢cdes em espectrofotometro em 760 nm

e valores de absorbancia dos extratos.
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Nota: A tabela inserida na Figura 2 mostra os valores das médias das absorbancias obtidos para os
extratos etandlico (OPN EtOH 100%) e hidroetandlico 70% (OPN EtOH 70%) de P. aculeata na
determinagdo do teor de compostos fendlicos totais. (Abs) absorbancia; (DV) desvio padréo. Fonte:
Elaborado pela autora.

A partir dos valores da leitura de absorbancia, calculou-se a média e o desvio
padrao (DV) para os extratos etandlico e hidroetandlico 70%, resultando em 0,281 +
0,003 e 0,167 £ 0,004, respectivamente. Estes valores médios foram aplicados na
equacao obtida pela curva analitica para determinar o teor de compostos fendlicos
totais equivalentes ao acido galico. Os valores obtidos para os extratos etandlico e

hidroetandlico 70% foram, respectivamente, 7,1% e 3,4% (m/m).
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Os resultados dos valores de compostos fendlicos totais para os extratos
encontrados neste estudo diferem do teor encontrado para plantas em geral. Para a
maioria das espécies vegetais, o teor de compostos fendlicos em extrato etandlico
costuma ser inferior ao extrato hidroetandlico 70%, o que nao foi observado em
nossos resultados. A literatura descreve 8,7% (m/m) (SOUZA et al., 2021) de
compostos fendlicos totais em folhas secas de ora-pro-nébis. Em relacdo aos
extratos de P. aculeata, a porcentagem varia de acordo com o tipo de extrato
avaliado. Esses valores encontram-se entre 0,5 a 11,8% (SOUZA et al., 2016;
ALMEIDA et al., 2014; SOUSA et al., 2014; SOUZA et al., 2021), sendo 0,5% (m/m)
para extrato cloroférmico (SOUZA et al., 2016), 1,2% (m/m) para extrato obtido com
éter de petréleo (SOUZA et al., 2016), 1,5% (m/m) para extrato metandlico (SOUZA
et al., 2016), 5,0% (m/m) para extrato aquoso (SOUSA et al., 2014), 9,6% (m/m)
para extrato hidroetandlico 70% (SOUSA et al., 2014) e 11,8% (m/m) para extrato
obtido com acetona 80% (SOUSA et al., 2014). Dessa forma, os teores encontrados
nos resultados apresentados estdo dentro da faixa descrita pela literatura.

A discrepancia encontrada, contudo, pode ser explicada como consequéncia
da diferenca do solvente extrator, o que pode ter influenciado em termos de
seletividade e eficiéncia da extracdo. Além disso, € importante destacar também que
o método possui limitagdes intrinsecas, ja que demais compostos redutores podem
reagir com os componentes do reagente de Folin-Ciocalteu e formar o complexo
azul de molibdénio, influenciando, portanto, na intensidade da cor da reacao e,

consequentemente, no valor da leitura da absorbancia (EVERETTE et al., 2010).

5.3 Determinacgao da atividade antioxidante utilizando radical DPPH

O método empregado neste trabalho para determinacdo da atividade
antioxidante dos extratos de P. aculeata utiliza DPPH®, um radical de coloragdo

violeta e que apresenta maxima absorgao de luz no espectro visivel em cerca de

517 nm. Uma vez em contato com substancias que apresentam atividade
antioxidante, o DPPH® em sua forma livre é reduzido e, por consequéncia, ocorre
decréscimo de sua absorbancia em 517 nm (SOARES et al., 1997). Portanto,
quando uma solugdo de DPPH® entra em contato com solugdes de extratos vegetais

que possuem atividade antirradicalar, ocorre reducao do radical pelos metabdlitos

secundarios presentes nos extratos e a intensidade da coloragao violeta diminui, o
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que é detectado através da leitura da absorbancia destas solucbées em comprimento

de onda de 517 nm.

A leitura da absorbancia da solucdo de radical DPPH preparada em etanol
(apds a diluicdo - mistura 3 mL de etanol + 1 mL solugdo do radical DPPH) foi de
0,230. Com os valores obtidos apods as leituras das absorbancias das solucdes dos
extratos, foi calculada a média das absorbancias para cada concentragdo e, em
seguida, a porcentagem de inibicdo do radical DPPH segundo a Equacdo 1. A

Tabela 5 apresenta os dados obtidos no ensaio.

Tabela 5 - Dados obtidos pela realizagdo do ensaio de avaliagdo da atividade
antioxidante de extratos etandlico e hidroetandlico 70% de folhas de P. aculeata,
utilizando radical DPPH.

Extrato Etandlico

Concentragao Média das Abs %
(Mg/mL) A B ¢ absorbancias Branco Abs Real Inibicao
600 0,799 0,802 0,772 0,791 0,604 0,187 18,696
300 0,527 0,530 0,518 0,525 0,300 0,225 2,174
150 0,407 0,400 0,391 0,399 0,147 0,252 -9,565
75 0,330 0,328 0,326 0,328 0,072 0,256 -11,304
37,5 0,296 0,300 0,298 0,298 0,036 0,262 -13,913
18,75 0,280 0,306 0,286 0,291 0,018 0,273 -18,696
Extrato Hidroetandlico 70%
Concentragao Média das Abs %
(ng/mL) A B ¢ absorbancias Branco Abs Real Inibigao
600 0,551 0,562 0,562 0,558 0,286 0,273 -18,696
300 0,386 0,396 0,396 0,393 0,129 0,264 -14,783
150 0,320 0,320 0,330 0,323 0,058 0,262 -13,913
75 0,301 0,297 0,297 0,298 0,026 0,272 -18,261
37,5 0,286 0,290 0,287 0,288 0,013 0,276 -20,000
18,75 0,281 0,285 0,279 0,282 0,006 0,278 -20,870

Nota: A tabela contém dados de concentragéo (ug/mL) dos extratos etandlico e hidroetandlico 70%,
absorbancia em 517 nm de cada uma das triplicatas (A, B e C), média das absorbancias das
triplicatas (Média das absorbancias), valor de absorbancia em 517 nm de 3 mL das solugbes dos
extratos e 1 mL de etanol (Abs Branco), valor da média das absorbancias subtraido do valor de
absorbancia branco (Abs Real) e valor da porcentagem de inibigdo seguindo a Equacédo 1 (%
Inibicdo). Fonte: Elaborado pela autora.

Os dados da porcentagem de inibicdo observados (Tabela 5) ndo foram
coerentes, incluindo resultados negativos. Os valores de absorbancia dos brancos (3
mL das solugbes dos extratos + 1 mL de etanol) foram altos, o que prejudica a

analise, ja que indica que ha compostos interferentes nos extratos absorvendo no
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mesmo comprimento de onda - 517 nm - utilizado para leitura da absorbancia do

radical DPPH. Desta forma, possiveis solugdes incluem o uso de outro tipo de
deteccdo como Ressonancia Paramagnética Nuclear (EPR) (HERCULANO et al.,
2007) ou metodologia que utilize outro tipo de radical. Ainda, cabe ressaltar que a
absorbancia da solugao final de DPPH usada como controle (absorbancia maxima,
Equacao 1) foi baixa - 0,230 -, o que, de acordo com Sharma e Bhat (2009), ndo é
adequado.

A literatura descreve elevada atividade antioxidante para extratos de folhas de
ora-pro-nobis. Sousa et al. (2014) avaliaram a atividade antirradicalar de extratos de
folnas de P. aculeata utilizando radical DPPH. A CE;, encontrada para extrato
hidroetandlico 70% foi de 56,6 upg/mL. Carvalho et al. (2014) avaliaram a
porcentagem de inibigdo do DPPH* para extrato hidroetandlico 95% de folhas de P.
aculeata (em concentragao final de 0,01% (m/v)) entre 17 e 19,9%. A atividade
antirradicalar encontrada em P. aculeata pode estar relacionada ao conteudo de

compostos fendlicos nas folhas, principalmente flavonoides e acidos fendlicos.

5.4 Ensaio de embriotoxicidade utilizando zebrafish

A avaliagdo da embriotoxicidade dos extratos de folhas de P. aculeata foi
realizada utilizando método que permite avaliar a taxa de mortalidade e alteracdes
morfolégicas em embrides de Danio rerio (ou zebrafish), provocadas por efeitos
embriotéxicos das amostras. O zebrafish € uma espécie de peixe de agua doce que
tem sido utilizada recentemente como modelo animal alternativo em pesquisas,
principalmente pela facilidade em sua manutencdo e reproducado, custo reduzido e
metodologias de estudo bem descritas. Além disso, 0 genoma desta espécie
encontra-se totalmente sequenciado e, por possuir genes homologos em mamiferos,
€ possivel predizer os resultados em humanos através da experimentagcdo nestes
animais, sem a necessidade de uso de mamiferos (SCHNEIDER et al., 2009).

Para esta analise, foi utilizado apenas o extrato etandlico, em funcio de ser o
extrato que apresentou maior conteudo de compostos fendlicos totais no ensaio
realizado previamente (descrito no item 5.2). Apds a observagéo dos embrides nos
periodos determinados, foi plotado o grafico de curva de sobrevivéncia a partir da
porcentagem de embrides vivos (%) versus hpf para cada uma das trés
concentragdes de extrato etandlico utilizadas no ensaio e para todas as amostras,

sendo elas: trés concentragées do extrato etandlico (50, 100 e 200 ug/mL) e dois
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controles (meio embribnico - ME e meio etandlico), seguindo recomendagdes da

OCDE (OCDE, 2013). Conforme apresentado na Figura 3, as concentragdes de 50 e
200 pg/mL resultaram em mortes dos embrides, porém sem diferenga estatistica
quando comparadas com os meios controle. Por outro lado, a concentragcao de 100
Mg/mL n&o resultou em mortes e houve uma diferenga estatistica na comparagao
destes dados com os meios controle, porém de modo positivo, ja que todos os
embrides permaneceram vivos ap0s a exposi¢ao ao extrato nesta concentragao.
Este resultado pode ser explicado devido a elevada taxa de sobrevivéncia

encontrada também nos dois controles (superiores a 70% apds as 72 hpf).

Figura 3 - Curvas de sobrevivéncia de embrides de zebrafish expostos a diferentes

concentragdes de extrato etandlico de P. aculeata segundo intervalos de hpf.
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Nota: O grafico representa dados combinados expressos como erro médio e erro padrdo de um
minimo de dois experimentos diferentes.(ME) meio embriénico. Fonte: Elaborado pela autora.

Foi realizada também a observacdo dos fendtipos dos embrides por
microscopia e captura de imagens. Conforme demonstrado na Figura 4, ndo foram
observados efeitos embriotdxicos do extrato etandlico nas concentracdes utilizadas,
pois nenhum dos grupos de individuos apresentou desenvolvimento anormal,
patologias embrionarias ou alteragbes na eclosdo dos ovos. Estes resultados,
portanto, sugerem auséncia de efeitos embriotoxicos do extrato etandlico das folhas
de P aculeata nas concentragdes utilizadas, indicando de modo preditivo a

seguranga do consumo de ora-pro-nébis.
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Figura 4 - Embrido de zebrafish 72 hpf do grupo controle (A) e exposto a maior

concentracao do extrato etandlico de P. aculeata (B).

Fonte: Dados da autora.

A literatura dispde de poucos dados referentes a toxicidade de extratos de
ora-pro-nobis. Silva et al (2017) realizaram ensaios de avaliagdo da toxicidade
aguda de extratos secos de P. aculeata utilizando ratos Wistar. A administragao dos
extratos em diferentes concentragcbes nao gerou sintomas de toxicidade aguda em
nenhum dos grupos, e a dose letal 50 (DL50) foi calculada em valor superior a 5000
mg/kg. Dessa forma, dentro da classificagdo definida pela OCDE, os autores
classificam a ora-pro-ndbis na classe 5, sendo a classificagcdo mais baixa em termos

de toxicidade.

5.5 Analise dos extratos etandlico e hidroetandlico 70% por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD)

Os extratos etandlico e hidroetandlico 70% de P. aculeata foram analisados
por CCD com o intuito de avaliar a presenca de determinadas classes de
metabdlitos secundarios, principalmente as de menor polaridade. Apds a eluigao e
revelagdo da cromatoplaca, obteve-se o resultado apresentado na Figura 5. Na
condicdo de analise empregada, os perfis cromatograficos dos dois extratos
mostraram-se idénticos. As bandas com coloragdo roxa observadas sugerem a
presenga de terpenos nos extratos. Além disso, pode-se notar que além dos
componentes dos extratos que eluiram, outros continuaram retidos na origem. Tal
fato se deve a natureza quimica da fase movel utilizada, que apresenta média a
baixa polaridade. Assim, os componentes que se apresentam retidos na origem
possuem natureza polar, e os componentes que eluiram pela placa apresentam de

meédia a alta polaridade.
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Figura 5 - Cromatoplaca (silica gel) da analise por CCD de extrato hidroetandlico

70% (1) e de extrato etandlico (2) de folhas de P. aculeata realizada em fase movel

tolueno: acetato de etila: metanol: acido acético 5,3:4:0,5:0,2 (v/v).

Fonte: Dados da autora.

5.6 Desenvolvimento de métodos analiticos por cromatografia liquida
(HPLC-UV e UHPLC-UV)

5.6.1 Analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC-UV)

Para desenvolvimento do método de analise dos extratos por HPLC, a
principio analisou-se o extrato hidroetandlico 70% em um gradiente exploratorio
(5-100 %B em 35 min), utilizando agua acidificada com 2% de acido acético (A) e
metanol (B) como fase moével (condicdo 1, Tabela 1). Os cromatogramas obtidos

nesta condi¢cao estdo apresentados nas Figuras 6.1-2.
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Figuras 6.1-2 - Cromatogramas do extrato hidroetandlico 70% de folhas de P.

aculeata (pré-tratamento 1) eluido com fase mével composta por agua acidificada a
2% de acido acético (A) e metanol (B), coluna Ascentis® C18 (250 mm x 4,6 mm x 5
pm), condigdo 1 (Tabela 1), vazdo 1 mL/min, volume de injecdo 20 pL e detector

UV/Vis em comprimentos de onda de 250 nm (1) e 350 (2) nm.
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Fonte: Dados da autora.

A partir dos resultados obtidos nos cromatogramas apresentados acima,
foram realizadas alteracbes nos parametros da analise a fim de se aprimorar a
separagao cromatografica e obter-se melhor Rs dos picos. Os cromatogramas
resultantes dessas analises estdo apresentados nos Apéndices de 1 a 17. Dentre as
condigdes testadas, a melhor Rs foi obtida com agua acidificada com 2% de acido
acético (A) e acetonitrila (C), em um gradiente 10 - 90 %C em 30 min, como descrito
na condicao 14 (Tabela 2). Dessa forma, foram analisadas as trés amostras (extratos
etandlico, hidroetandlico 70% e NADES) nesta condigdo e os cromatogramas

obtidos estdo apresentados nas Figuras 7.1-4, 8.1-4 e 9.1-4. Os extratos etandlico e
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hidroetandlico 70% foram preparados segundo o pré-tratamento 2 e o extrato
NADES, segundo o pré-tratamento 3. Apds pré-tratamento das amostras, as
concentragdes finais obtidas foram 8,6 mg/mL para o extrato etandlico e 16,2 mg/mL
para o extrato hidroetandlico 70%.

A comparacao dos cromatogramas dos trés extratos demonstra que o extrato
hidroetandlico 70% (Figuras 7.1-4) é constituido de substancias mais polares, com
tempo de retengéao (tg) menor do que 13 min em 250 e 350 nm, como seria esperado
devido a maior polaridade da mistura etanol: agua em relagdo ao etanol puro. Ja o
extrato etandlico (Figuras 8.1-4) apresentou perfil mais complexo em 350 nm,
também com picos com tgz maior do que 13 min. Com relagao ao extrato de NADES
(Figuras 9.1-4), o perfil quimico em 250 nm demonstra a predominancia de
substancias de menor polaridade (maior tg), 0 que € coerente com a composi¢céo do
NADES empregado (mentol: canfora). Nota-se para todos os extratos analisados
uma baixa sensibilidade na deteccdo, mesmo utilizando-se concentracoes
consideradas altas, o que pode estar relacionado a presenga de substancias que
nao possuem grupos cromoforos nos extratos, incluindo metabdlitos primarios, como
a mucilagem presente nas folhas de ora-pro-nébis.

Com relacéo ao extrato hidroetandlico 70%, apesar das diversas tentativas de
otimizacao das condi¢cdes cromatograficas, a melhor condicdo de analise foi em

gradiente exploratorio com comprimento de onda de 350 nm (Figura 7.2).
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Figuras 7.1-4 - Cromatogramas do extrato hidroetandlico 70% de folhas de P.
aculeata (pré-tratamento 2) eluido com fase mével composta por agua acidificada a
2% de acido acético (A) e acetonitrila (C), coluna Ascentis® C18 (250 mm x 4,6 mm
x 5 pym), condicdo 14 (Tabela 2), vazdo 1 mL/min, volume de injegdo 20 puL e
detector UV/Vis em comprimentos de onda de 250 nm (1 e 3 - ampliagdo) e 350 nm

(2 e 4 - ampliagao).
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Fonte: Dados da autora.

Figuras 8.1-4 - Cromatogramas do extrato etandlico de folhas de P. aculeata
(pré-tratamento 2) eluido com fase mdével composta por agua acidificada a 2% de
acido acético (A) e acetonitrila (C), coluna Ascentis® C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 um),
condigao 14 (Tabela 2), vazdo 1 mL/min, volume de injegao 20 yL e detector UV/Vis

em comprimentos de onda de 250 nm (1 e 3 - ampliacédo) e 350 nm (2 e 4 -

ampliagao).
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Figuras 9.1-4 - Cromatogramas do extrato NADES de folhas de P aculeata
(pré-tratamento 3) eluido com fase mdével composta por agua acidificada a 2% de
acido acético (A) e acetonitrila (C), coluna Ascentis® C18 (250 mm x 4,6 mm x 5 ym),
condigdo 14 (Tabela 2), vazdo 1 mL/min, volume de inje¢do 20 uL e detector UV/Vis
em comprimentos de onda de 250 nm (1 e 3 - ampliagédo) e 350 nm (2 e 4 -
ampliagao).

20,0 L Maz Irtensity : 17 263
7]V Detector Chi 250nm

1

00 25 0 75 100 125 IEf 175 200 225 250 75 300 325 390 s 200 125 350 min

mALl Max Intensity © 1.083

U Detector ChZ2 350nm

30 2

00 25 50 75 Wdo | 13s 120 17 200 235 250 7z 500 322 35 Fs 00 @5 80 min

maL Max Intensity - 17.263

[0 Detector Ch 250nm]
17510V Detector Chi 2800m

15,04
1254

3
: .
z:J\f // "
f
|

10,04

2,54

2= 50 75 100 125 190 175 200 min



51

mal Man Intensity - 1.039

0,70 Detector Ch2 350nm
054 4

04

03] o ’\

Il }\J

" o et N P iAo lacsa i "m*’/ LWW“W"M%
0,04 AWJWMJUI;\NU!\ £ WW'WM{M e

S
o
e

04

0s]

25 50 75 100 125 150 175 200 min

Fonte: Dados da autora.

5.6.2 Analise por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC-UV)

Neste trabalho, a analise por UHPLC-UV teve por objetivo o desenvolvimento
de método baseado nos principios de Quimica Verde. Dessa forma, como
modificador orgéanico foi utilizado o etanol, solvente de melhor classificagdo em
rankings (PRAT et al., 2014). Além disso, no pré-tratamento das amostras
analisadas por UHPLC-UV, também se optou por utilizar etanol como substituto ao
metanol. Inicialmente, a analise foi realizada com o extrato hidroetandlico 70% em
gradiente exploratério (5 - 100% B) e, a partir dos cromatogramas obtidos, foram
realizadas mudancas na composicdo da fase movel e outros pardmetros com a
finalidade de otimizarem-se os resultados. As Figuras 10.1-2 apresentam os

cromatogramas obtidos na primeira analise.
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Figura 10.1-2 - Cromatogramas do extrato hidroetandlico 70% de folhas de P.

aculeata (pré-tratamento 1) eluido com fase mével composta por agua acidificada a
1% de acido acético (A) e etanol (B), coluna ACQUITY® UPLC HSS T3 (100 mm x
2,1 mm x 1,8 um), condigao 1 (Tabela 3), vazdo 0,2 mL/min, volume de injegdo 10 uL

e detector UV/Vis em comprimentos de onda de 250 (1) e 350 nm (2).
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Na andlise do extrato hidroetandlico 70%, foram observados picos nos
cromatogramas com tg> 2 min, com valores de areas/alturas pequenos . Na tentativa
de aumentar a sensibilidade para tais substancias, as analises foram realizadas com
as amostras submetidas a um novo procedimento de pré-tratamento (pré-tratamento
2), com variagdes na EFS, sendo: aumento da massa de extrato de 10 para 20 mg e
variagdo na composi¢cao da fase moével, iniciando-se com etanol:agua 05:95 (v/v)
(eliminagdo de possiveis interferentes polares sem cromoforos), seguido de
etanol:agua 85:15 (v/v) (eluigdo dos analitos sem interferentes lipofilicos) e
etanol:agua 100:0 (v/v) para avaliagdo da retengdo dos analitos de interesse. Além
disso, foram realizadas alteracbes no método por UHPLC-UV na composig¢do da
fase movel (%B) e no tempo de gradiente. Para realizacdo das estimativas das
novas condigdes a serem testadas, utilizou-se como base o tz dos picos dos
cromatogramas obtidos inicialmente e a %B correspondente. Os cromatogramas
estao apresentados nos Apéndices 18 a 33.

Ao comparar os cromatogramas obtidos nestas analises, é possivel observar
que o pré-tratamento 2 mostrou ser interessante para a analise de componentes de
média polaridade do extrato hidroetandlico 70% em UHPLC-UV, ja que nas analises
em que as amostras foram submetidas a este tratamento, houve uma reducéo na
area/altura dos picos iniciais. No que se refere a otimizagdo da fase moével, a
condicdo 3 (Tabela 3) foi a que apresentou melhor R; entre os picos. Os
cromatogramas referentes a analise do extrato hidroetandlico 70% nesta condi¢ao

estao apresentados nas Figuras 11.1-2.
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Figuras 11.1-2 - Cromatogramas do extrato hidroetandlico 70% de folhas de P.

aculeata (pré-tratamento 2) eluido com fase mével composta por agua acidificada a
2% de acido acético (A) e etanol (B), coluna ACQUITY® UPLC HSS T3 (100 mm x
2,1 mm x 1,8 um), condigédo 3 (Tabela 3), vazédo 0,3 mL/min, volume de injecdo 10

ML e detector UV/Vis em comprimentos de onda de 250 (1) e 350 nm (2).
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Fonte: Dados da autora.

5.7 Identificagdo de metabdlitos secundarios do 6leo essencial por

Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS)

Apods a extragao do OE por hidrodestilagao utilizando aparelho tipo Clevenger,

calculou-se o rendimento da extragdo, resultando em 0,03% (m/m). Este valor
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demonstrou o baixo rendimento da extragdo, porém esta de acordo com o valor
descrito na literatura. Souza et al. (2016) realizaram a analise do OE de folhas secas
de ora-pro-nobis obtido por hidrodestilacao e obtiveram um rendimento de 0,02%
(m/m).

As analises por GC-MS demonstraram a presenca de grande numero de
componentes, conforme cromatograma apresentado nas Figuras 12.1-4. Apesar da
presenca desses picos no cromatograma, observou-se dificuldades na identificagéo
dos componentes pelos espectros de massas. Foi observado um baixo indice de
similaridade entre os componentes do 6leo e os componentes das bibliotecas de
espectros (menor que 20%), o que dificulta a identificacdo desses componentes.
Apesar do baixo indice de similaridade, foram identificados um sesquiterpeno,

diterpenos e alcanos de cadeia longa.

Figura 12. 1-4 - Cromatograma completo do OE de folhas frescas de P. aculeata em
coluna capilar Agilent® (19091S-433) de silica fundida (30 m x 250 ym x 0,25 um),
gas Hélio (99,999%) como gas de arraste, vazdo de 1 mL/min, temperatura do
injetor e da fonte de ions 250°C, volume de inje¢do 0,1 pL, modo split (1:10),
temperatura do forno de 60°C a 250°C a uma velocidade de 3°C/min, tempo de
analise de 60 min (1) e suas ampliagdes (2-4).
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Souza et al. (2016) realizaram a extragao e analise do 6leo essencial de P.
aculeata. A analise do OE foi realizada por Cromatografia Gasosa acoplada a
Detector por lonizagdo de Chama (GC-FID), resultando na identificacdo de 24
compostos, representando 91% do total do OE. Dentre os compostos identificados
pelos autores, destacam-se sesquiterpenos oxigenados, sendo acoreno o

componente majoritario.

6 CONCLUSAO

Apoés a realizagdo dos experimentos deste trabalho, € possivel observar a
presenca de metabdlitos secundarios e demais componentes nas folhas de P
aculeata com potencial benéfico a saude. O extrato etandlico apresentou
aproximadamente o dobro do teor de compostos fendlicos totais quando comparado
com o extrato hidroetandlico 70%, porém ambos os valores obtidos encontram-se
dentro da faixa descrita na literatura para extratos de P. aculeata.

Apesar de a atividade antioxidante apresentar-se bem descrita pela literatura,
os resultados obtidos para a avaliacdo dessa atividade utilizando radical DPPH
foram inconclusivos. Os elevados valores de absorbancia apresentados pelo branco
(solugdes dos extratos) mostraram a presengca de compostos interferentes nos
extratos, com absorbancia no mesmo comprimento de onda utilizado no ensaio.
Portanto, devem ser realizados novos estudos utilizando-se outros tipos de detecg¢ao
ou metodologia.

No que se refere a avaliagdo da embriotoxicidade do extrato etandlico,
utilizando-se modelo animal alternativo zebrafish, ndo foram observados efeitos
embriotoxicos do extrato nas concentragcdes testadas. Esse resultado permite
predizer, portanto, a seguranga no consumo da ora-pro-nobis.

Em relagédo as analises por cromatografia, apesar do resultado da analise por
CCD ter indicado semelhangas dos extratos etandlico e hidroetandlico 70% nas
condi¢des utilizadas, as analises por HPLC-UV mostraram perfis diferentes. Na
analise por HPLC-UV, é possivel observar maior conteudo de substancias de maior
polaridade no extrato hidroetandlico 70% quando comparado com o extrato
etandlico, o que ja era esperado em razado da natureza quimica dos solventes
extratores. Para o extrato obtido com NADES, também se observa maior conteudo
de substancias de menor polaridade (também relacionado a natureza quimica do

solvente).
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Na analise por UHPLC-UV, foi possivel realizar adaptagdes no método
utilizando etanol, solvente melhor classificado em rankings. Apesar de ser
necessario realizar aprimoramentos nessas metodologias, a possibilidade de
adaptacdo do método cromatografico para UHPLC-UV com etanol e utilizagdo dos
NADES como solventes extratores de metabdlitos da ora-pro-ndbis representa
formas de estudo mais adaptadas aos principios de Quimica Verde. A composi¢ao
do OE foi investigada através da técnica de GC-MS, onde apesar do baixo
rendimento da extracao, foi notada a presenca de uma série de compostos, incluindo
diterpenos, um sesquiterpeno, alcanos de cadeia longa, entre outros.

Assim, diante das observacgdes realizadas neste trabalho, pode-se predizer
um consumo seguro da ora-pro-nobis, além de sugerir a presenga de metabdlitos
secundarios com potenciais beneficios a saude. Essas informacgdes contribuem para
0 uso da ora-pro-nébis como fonte alternativa de proteinas e demais nutrientes, a fim
de que possa ser incorporada cada vez mais na rotina alimentar das populagdes,
garantindo alimentagdo saudavel e segura. Ademais, novos estudos devem ser
realizados para aprimorar o conhecimento acerca das atividades bioldgicas dessa
espécie, o que contribuira para o desenvolvimento de novos produtos e farmacos. E,
ainda, a possibilidade de adaptacdo destes estudos para que se adequem aos
principios de Quimica Verde contribuira com o desenvolvimento sustentavel, através
da projegao de novos processos e produtos com redugéo da geragao de substancias

nocivas ao ambiente.
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Apéndices

Apéndice 1 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico 70%

de folhas de P. aculeata na condicao 2 (Tabela 1) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.

Apéndice 2 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico 70%

de folhas de P. aculeata na condigéo 4 (Tabela 1) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.
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Apéndice 3 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico 70%

de folhas de P. aculeata na condicao 5 (Tabela 1) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.

Apéndice 4 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico 70%

de folhas de P. aculeata na condigcéo 6 (Tabela 1) em 250 nm.
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Apéndice 5 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico 70%

de folhas de P. aculeata na condicao 1 (Tabela 2) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.

Apéndice 6 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico 70%

de folhas de P. aculeata na condig&o 2 (Tabela 2) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.
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Apéndice 7 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico 70%

de folhas de P. aculeata na condicao 3 (Tabela 2) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.

Apéndice 8 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico 70%

de folhas de P. aculeata na condigéo 4 (Tabela 2) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.
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Apéndice 9 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico 70%

de folhas de P. aculeata na condicao 5 (Tabela 2) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.

Apéndice 10 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico

70% de folhas de P. aculeata na condigédo 6 (Tabela 2) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.
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Apéndice 11 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico

70% de folhas de P. aculeata na condigao 7 (Tabela 2) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.

Apéndice 12 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico

70% de folhas de P. aculeata na condigao 8 (Tabela 2) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.
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Apéndice 13 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico

70% de folhas de P. aculeata na condigado 9 (Tabela 2) em 250 nm.

mAU

| UV Detector Channel 1 250nm
750

500

250

77—+ 7T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
min
Fonte: Dados da autora.

Apéndice 14 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico

70% de folhas de P. aculeata na condigdo 10 (Tabela 2) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.
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Apéndice 15 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico

70% de folhas de P. aculeata na condigdo 11 (Tabela 2) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.

Apéndice 16 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetanodlico

70% de folhas de P. aculeata na condigdo 12 (Tabela 2) em 250 nm.
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Apéndice 17 - Cromatograma da analise em HPLC-UV do extrato hidroetandlico

70% de folhas de P. aculeata na condigdo 13 (Tabela 2) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.

Apéndice 18 - Cromatograma da analise em UHPLC-UV do extrato hidroetandlico

70% de folhas de P. aculeata na condigédo 2 (Tabela 3) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.
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Apéndice 19 - Cromatograma da analise em UHPLC-UV do extrato etandlico de

folhas de P. aculeata na condicao 2 (Tabela 3) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.
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Apéndice 20 - Cromatograma da analise em UHPLC-UV da fragdo etanol 5% do

extrato hidroetandlico 70% de folhas de P. aculeata na condi¢céo 2 (Tabela 3) em 250

nm.
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Apéndice 21 - Cromatograma da analise em UHPLC-UV da fragdo etanol 5% do

extrato etandlico de folhas de P. aculeata na condigao 2 (Tabela 3) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.

Apéndice 22 - Cromatograma da analise em UHPLC-UV da fragao etanol do extrato

hidroetandlico 70% de folhas de P. aculeata na condigao 2 (Tabela 3) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.
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Apéndice 23 - Cromatograma da analise em UHPLC-UV da fragdo etanol do extrato

etandlico de folhas de P. aculeata na condi¢ao 2 (Tabela 3) em 250 nm.

Fonte: Dados da autora.

Apéndice 24 - Cromatograma da analise em UHPLC-UV do extrato hidroetandlico

70% de folhas de P. aculeata na condi¢ao 4 (Tabela 3) em 250 nm.
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Apéndice 25 - Cromatograma da analise em UHPLC-UV do extrato hidroetandlico

70% de folhas de P. aculeata na condi¢ao 5 (Tabela 3) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.

Apéndice 26 - Cromatograma do extrato hidroetandlico 70% de folhas de P.

aculeata na condicdo 1 (Tabela 4) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.
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Apéndice 27 - Cromatograma do extrato hidroetandlico 70% de folhas de P.

aculeata na condig¢ao 2 (Tabela 4) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.

Apéndice 28 - Cromatograma do extrato hidroetandlico 70% de folhas de P

aculeata na condicdo 3 (Tabela 4) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.
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Apéndice 29 - Cromatograma do extrato hidroetandlico 70% de folhas de P.

aculeata na condicao 4 (Tabela 4) em 250 nm.
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Fonte: Dados da autora.

Apéndice 30 - Cromatograma do extrato hidroetandlico 70% de folhas de P.

aculeata na condigao 5 (Tabela 4) em 250 nm.

Fonte: Dados da autora.
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Apéndice 31 - Cromatograma do extrato hidroetandlico 70% de folhas de P.

aculeata na condic¢ao 6 (Tabela 4) em 250 nm.

634

k
268

7115

8538

Fonte: Dados da autora.

Apéndice 32 - Cromatograma do extrato hidroetandlico 70% de folhas de P

aculeata na condicdo 7 (Tabela 4) em 250 nm.

7.569

1262

7.057

6.184
8458

8
1585

17950

* Minses

Fonte: Dados da autora.
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Apéndice 33 - Cromatograma do extrato hidroetandlico 70% de folhas de P.

aculeata na condicao 8 (Tabela 4) em 250 nm.
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