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RESUMO

A hortalica ora-pro-nobis - Pereskia aculeata oferece multiplos beneficios ao
ser humano. Pertencente a familia das cactaceas, esta entre as que possuem
maior teor proteico, com algumas variedades chegando a mais de 25%. A ora-
pro-nobis é fonte potencial de substancias bioativas, com folhas tenras, gros-
sas, equiparado ao do caruru, da couve e do espinafre. E uma espécie nutra-
céutica, com caracteristicas de alimento funcional com propriedades protetoras
e medicinais, sendo constatada a relagdo do uso da ora-pro-nébis com a redu-
cdo do risco de incidéncia de varias doencas como varizes, cancer de célon,
tumores intestinais e diabetes. Diante do exposto, esse estudo visou a extracéo
e quantificacdo de proteinas e peptideos, analise e quantificacdo de aminoaci-
dos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e possiveis atividades antibac-
terianas e antifingicas. Neste contexto, o0 maior teor proteico obtido foi em ex-
tracdo aquosa (91 pug/mg de material) e entre as extracdes hidroalcoodlicas, em
30% de metanol, foi de 70 ug/mg de material. Analises cromatograficas, em
220nm e 280nm, indicaram a presenca de proteinas e aminoacidos aromaticos,
em todos os extratos. A quantificacdo de aminoacidos corroborou com os da-
dos reportados na literatura, com excecao da lisina que apresentou, em média,
10 vezes maior. No que diz respeito aos ensaios antimicrobianos, os extratos
nao apresentaram efeitos inibitorios. Este estudo identificou a presenca de to-
dos os aminoéacidos essenciais, com potencial aplicacao farmacoldgica, poden-

do auxiliar no tratamento de patologias relacionadas as deficiéncias proteicas.

Palavras chaves: Pereskia, Proteina, Hidrolisados, Antimicrobiana.



ABSTRACT

The vegetable ora-pro-nébis - Pereskia aculeata offers multiple benefits to the human
being. It belong to the family of cacti and it is among the highest protein content with
some varieties reaching more than 25%. Ora-pro-nébis is a potential source of bioac-
tive substances with tender and thick leaves similar to caruru, cabbage and spinach.
It is a nutraceutical specie with characteristics of functional feed with protective and
medicinal properties. It is being observed a relation of the use of the ora-pro-nébis
with the reduction of the risk of incidence of several diseases such as varicose veins,
colon cancer, intestinal tumors and diabetes. Thus, this study aims at the extraction
and quantification of proteins and peptides, the analysis and quantification of amino
acids by High Performance Liquid Chromatography, and the anti-bacterial and anti-
fungal activities. In this context, the highest protein content was in agueous extraction
(91 pg/mg of material) and in 30% of methanol between the hydroalcoholic extrac-
tions was 70 pg/mg of material. Chromatographic analyzes indicated the presence of
proteins and aromatic amino acids in all the extracts in 220nm and 280nm. The ami-
no acid quantification corroborated with the data reported in literature, except from
the lysine presented 10 times higher on average. With regard to antimicrobial testing,
the extracts cannot be legitimated. This study identified the presence of all essential
amino acids with the strong pharmacological application, and may assist in the treat-

ment of pathologies related to protein deficiencies.

Keywords: Pereskia, Protein, Hydrolysates, Antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

A medicina atual deve muito de seus avancos a sabedoria popular e no co-
nhecimento do poder de plantas. Apesar de ainda causar polémica entre adeptos da
medicina complementar e da medicina tradicional, o uso de plantas medicinais e fito-
terapicos é crescente e ja conta com a regulamentacao da Agéncia Nacional de Vigi-
lancia Sanitaria (Anvisa) e apoio do Sistema Unico de Saude (SUS). Segundo a Or-
ganizacao Mundial da Saude (OMS), 80% da populacdo mundial faz uso de plantas
medicinais para o tratamento de doengas (MONTEIRO, 2011).

Quando uma espécie vegetal € usada com fins terapéuticos, seja ela
cultivada ou nédo, € designada por planta medicinal (BRASIL, 2006, BRASIL, 2011).
Essas plantas possuem substancias quimicas ativas farmacologicamente (princi-
pios ativos), normalmente em conjunto com um grupo de substancias que fazem
parte da constituicdo daquele vegetal (FURLAN, 1999; CALIXTO, 2000).

O governo brasileiro tem promovido ac¢des para o desenvolvimento do setor
gue envolve a pesquisa e a producdo de plantas medicinais, a partir da publicacao
do decreto 5.813 de 22 de junho de 2006, criando a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos. As diretrizes foram tracadas por meio do Programa Na-
cional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2007). Entre seus fundamen-
tos estdo a ampliacdo das opgdes terapéuticas no Sistema Unico de Saude (SUS),
0 uso sustentavel da biodiversidade brasileira e o desenvolvimento industrial e tec-
nolégico (BRASIL, 2007). Também tem sido estimulada a pesquisa envolvendo
plantas nativas, de modo que possam ser exploradas e aproveitadas no comple-
mento das necessidades nutricionais da populacdo - “Guia Alimentar Para Popula-
cao Brasileira e Alimentos Regionais Brasileiros” (BRASIL, 2002; BRASIL, 2004).

No entanto, a maioria das plantas ndo convencionais é desconhecida, e um
reduzido numero delas apresenta comprovacao cientifica, sendo paulatinamente
estudadas por pesquisadores. Portanto, deve ser cada vez mais estimulada a divul-
gacao do entendimento cientifico acerca dos beneficios ocasionados pela utilizacdo
alimentar dessas plantas ndo convencionais para a melhoria da saude humana
(SOUZA, 2009; BORGES, 2017). As hortalicas ndo convencionais sdo um grupo de
espécies pouco exploradas da flora brasileira e podem constituir uma fonte de ren-

da alternativa na atividade agropecuaria, sobretudo na agricultura familiar. Essas
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hortalicas apresentam distribuicdo limitada a determinada regido, ndo fazendo parte
de uma cadeia produtiva, & semelhanca das hortalicas convencionais. Essas pode-
riam exercer grande influéncia na alimentacdo e na cultura de populagdes tradicio-
nais, porém ndo recebem o devido interesse da comunidade e consequentemente
também ndo despertaram o interesse de empresas das areas de fertilizantes, se-
mentes ou agroquimicos (BRASIL, 2010).

Visando aumentar o conhecimento do biota brasileiro, extratos aquosos
e/ou alcodlicos de folhas, caules ou raizes tém sido testados e inseridos em formu-
lacBes terapéuticas, para a¢bes antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatoria, cica-
trizante e tripanocida (QUEIROZ, 2012). Mesmo com estas aplicacdes, ha pouquis-

sima exploracédo comercial de hortalicas ndo convencionais.

1.1 Hortalica ndo convencional

O Brasil possui uma vasta biodiversidade de plantas nas quais sédo en-
contrados ricos nutrientes e minerais. As plantas alimenticias ndo convencionais
(PANC), muitas vezes inconvenientes e denominadas daninhas, pragas, incos e
invasoras, sao espécies relevantes frente aos problemas climaticos que afetam a
producédo de plantas alimenticias convencionais, e contribuem para a diversificacao
de cultivos agricolas e viabilizacdo econémica de pequenas propriedades. Dentre
as PANC destacam-se as hortalicas ndo-convencionais (HONC), que vem sendo
caracterizadas pela sua importancia ecoldgica, econémica, pelo alto valor nutricio-
nal, facil cultivo e baixo custo (KINUPP, 2007; ROCHA et al., 2008).

Na literatura e no meio técnico, ha certa indefinicdo quanto a denominacéao
deste grupo de hortalicas. Por vezes, sao identificadas, por uma vertente de técni-
cos, como “hortalicas tradicionais”. Denomina-las dessa forma, em referéncia ao
seu cultivo associado a populagdes tradicionais, € também uma forma de valorar a
guestado cultural agregada a estas espécies; entretanto, pode causar confusédo por
alusdo as hortalicas mais corriqueiramente consumidas (BRASIL, 2010). Outros
autores utilizam o termo “n&o convencionais” para aquelas que néo receberam a
devida atencao por parte da comunidade cientifica, econémica e pela sociedade
como um todo, resultando em consumo apenas em algumas localidades ou regifes
(ALMEIDA et al., 2014).

As hortalicas sdo plantas herbaceas, geralmente de ciclo curto e tratos cul-
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turais intensos e compreendem todos os vegetais cultivados em horta, cujas partes
comestiveis sdo caule, flores, frutos, raizes, sementes frescas e folhas (BRASIL,
2010; PIGOLI, 2012). Classificam-se genericamente em legumes (quando utilizado
a fruta ou a sementes), verduras (parte comestivel de cor verde), tubérculos e rai-
zes (parte subterrdnea das espécies), e bulbos e talos (ORNELLAS, KAJISHIMA,
VERRUMA-BERNARDI, 2007; PHILIPPI, 2006).

Hortalicas ndo convencionais sao plantas produzidas geralmente em pe-
guenas proporcoes, sendo assim limitadas a determinadas localidades ou regides,
e dessa forma sem grande valor comercial, diferentemente das hortalicas convenci-
onais (alface, agrido, entre outras) as quais estdo organizadas enquanto cadeia
produtiva (DIAS et al., 2005). No conjunto de hortalicas n&o-convencionais o cul-
tivo € de forma marginal e rudimentar (KINUPP, 2007). As hortalicas ndo conven-
cionais ndo necessitam de grandes quantidades de insumos e condi¢bes de pre-
plantio devido a sua rusticidade, por isso podem ser utilizadas na agricultura familiar
como fonte de renda e de diversificagéo agricola (VIANA et al., 2015).

Entre as hortalicas ndo convencionais podemos citar: almeirdo-de-arvore
(Cichorium intybus L.), araruta (Maranta arundinacea L.), azedinha (Rumex acetosa
L.), beldroega (Portulaca oleracea L.), bertalha (Basella alba L.), capuchinha (Tro-
paeolum majus L.), capicoba (Erechtites valerianifolius), caruru (Amaranthus spp.),
chicéria-do-para (Eryngium foetidum L.), cubio (Solanum sessiliflorum D.), inhame
(cara - Dioscorea spp.), jacatupé (Pachirrhyzus tuberosus), jambu (Acmella oleracea
L.), labaca (Rumex obtusifolius L.), mangarito (Xanthossoma maffaffa), maria-gorda
(Talinum paniculatum), maxixe (Cucumis anguria L.), maxixe-do-reino (Cyclanthera
pedata L.), peixinho (Stachys lanata L.), serralha (Sonchus oleraceus L.), taioba
(Xanthosoma sagittifolium L.), taro (inhame; Colocasia esculenta L.), vinagreiras (Hi-
biscus acetosella L. e Hibiscus sabdariffa L.), entre outras, que fizeram e/ou fazem
parte da cultura brasileira introduzidas por colonizadores europeus ou por escravos
africanos (BRASIL, 2010). Segundo Kinupp e Barros (2008), as frutas e hortalicas
nao-convencionais geralmente apresentam teores de minerais e proteinas significa-
tivamente maiores, além de serem mais ricas em fibras e compostos com funcées
antioxidantes que as fontes de hortalicas convencionais, favorecendo assim, uma
dieta de melhor qualidade nutricional. Esses mesmos autores determinaram os teo-
res de proteinas em 69 hortalicas, mostrando o potencial das cactaceas do género

Pereskia como plantas de contetdo proteico elevado. A Resolucdo da Diretoria Co-
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legiada (RDC) n° 54 de 2012 (BRASIL, 2012) determina que, para um alimento ser
considerado fonte de proteina devera ter no minimo 6% de proteina, e se possuir
12% de proteina poderé ser considerado de alto valor proteico. Conforme essa de-
terminacado, as folhas secas das plantas do género Pereskia estudadas apresenta-
ram teor médio de proteinas maior que 14%, e, de acordo com a legislacdo vigente,
podem ser consideradas como alimento de alto valor proteico (BRASIL, 2012).

A carne é uma excelente fonte de proteinas e de aminoéacidos (Tabela 1) cu-
ja composicdo atende as necessidades dietéticas humanas (WILLIAMS, 2007), for-
necendo os nove aminoacidos essenciais que 0os humanos necessitam para seu
crescimento e desenvolvimento, sendo eles a fenilalanina, valina, treonina, metioni-
na, leucina, isoleucina, lisina, triptofano e histidina, em proporc¢des aproximadas as
necessidades humanas (MACEDO et al, 2008).

Tabela 1 - Composicédo de aminoacidos de carnes frescas e percentual
fornecido por cada 100 g.

Aminoacidos  Bovino Suinos Ovinos Aves
Arginina 13,7 12,2 12,7 12,8
Cistina 2,60 2,60 2,70 2,60
Histidina 7,50 8,90 6,70 6,20
Isoleucina 10,4 9,20 9,70 9,50
Leucina 16,3 14,5 15,0 15,4
Lisina 18,5 19,7 20,3 18,4
Metionina 5,50 5,60 5,30 4,90
Fenilalanina 9,10 7,90 8,00 9,20
Treonina 9,40 8,90 9,70 8,50
Triptofano 2,60 2,30 2,70 2,30
Tirosina 7,80 7,60 7,30 7,20
Valina 10,7 9,90 10,0 9,80

Fonte: Varnam & Sutherland (1995); Philippi (2008).

Contudo, o consumo de carne bovina tem sido desaconselhado devido a
sua gordura rica em acidos graxos saturados e consequentemente a problemas
gue dai possam advir para a saude do consumidor, tais como aparecimento de va-
rias doencas crbnicas, como o0 cancer e as doencas cardiovasculares (LOPES,
2015).

Segundo o Guia Alimentar para a Populagao Brasileira, desenvolvido pelo
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Ministério da Saude, o consumo de hortalicas contribui para a prevencédo da obesi-
dade e das doencgas crbnicas associadas (BRASIL, 2014; BRASIL, 2015). A busca,
por parte dos diversos segmentos da sociedade, pelo consumo de alimentos alter-
nativos tem sido impulsionada pela necessidade de se tentar minimizar os proble-
mas nutricionais da populacdo utilizando-se recursos mais acessiveis a todos (MA-
DRUGA et al., 2004). De acordo com as definicbes do International Plant Genetic
Resources Institute - IPGRI (2006), atual Bioversity International, culturas subutili-
zadas sdo aquelas que ja foram largamente utilizadas e que cairam em desuso de-
vido a fatores agronémicos, genéticos, econdmicos, sociais e culturais. Definidas
por Eyzaguirrem Padulosi e Hodgkin (1999) como “culturas negligenciadas”, sao
cultivadas primariamente em seus centros de origem por agricultores familiares.
Para ser considerada subutilizada ou negligenciada, uma espécie deve preencher
requisitos como necessidade de poucos insumos externos para a sua producao,
adaptacado a producao organica, ser cultivavel em areas marginais, contribuir para a
estabilidade dos ecossistemas frageis, ser integravel ao sistema produtivo dos agri-
cultores familiares, apresentar importancia tradicional local ou regional, ser de facil
armazenamento e processamento, e apresentar aptiddo de mercado, alto valor nu-
tritivo e/ou medicinal e multiplos usos (IPGRI, 2006).

Embora o consumo de hortalicas ndo convencionais seja estimulado pelo
governo brasileiro, faz-se necessario assegurar por meio da pesquisa cientifica o
consumo seguro, com informacdes que revelem as caracteristicas nutricionais e
também antinutricionais, visto que as ultimas, embora ndo sejam toxicas em si, atu-
am no organismo impedindo a absor¢cédo de nutrientes essenciais para o ser huma-
no (BRASIL, 2010; FIRMO et al., 2011).

De acordo com Santos et al. (2010), entre as varias hortalicas ndo conven-
cionais que apresentam propriedades terapéuticas, as do género Pereskia, apre-
sentam uma elevada acdo na saude humana, especialmente no auxilio de trata-
mento de certos tipos de canceres e doencas cardiovasculares. Como séo plantas
de elevado teor nutricional, também tém sido utilizadas como fontes suplementares
de alimentacao para seres humanos e animais. Na medicina, a grande vantagem da
planta é no abrandamento dos processos inflamatérios e como emoliente na recu-

peracdo da pele em casos de queimadura (MARINELLI, 2016).

1.2 Ora-pr6-nobis — Pereskia aculeata Miller
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O Brasil esté entre os paises de maior diversidade biolégica do mundo, com
cerca de 22% da diversidade mundial (CONSERVACAO INTERNACIONAL, 2011),
da qual 56.000 espécies sao de plantas superiores, 162 de cactaceas e 123 delas
endémicas (GIULIETTI et al., 2002). Porém, ainda ha poucos estudos em relacao
as plantas brasileiras (KINUPP; BARROS, 2008; KINUPP, 2007). Muitas delas,
além de serem utilizadas na alimentacdo humana séo também utilizadas como fito-
terapicos (HOLLIS; SCHEINVAR, 1995; DUARTE; HAYASHI, 2005; SILVA JUNIOR
et al., 2010).

A familia Cactaceae € representada por 124 géneros e 1.427 espécies e es-
ta dividida em trés subfamilias que sdo: a) Opuntioideae, que apresenta espécies
tipo arvore ou arbusto, com folhas suculentas e aréolas axilares com espinhos, divi-
didas em cinco géneros; b) Pereskioideae, representada pelo género Pereskia, com
hastes ndo suculentas, folhas grandes, aréolas axilares com espinhos e c) Cactoi-
deae, a mais numerosa, com 91 géneros, geralmente arvores sem folhas ou com
vestigios de folhas e hastes suculentas com aréolas bem desenvolvidas
(BARTHLOTT; HUNT, 1993). Edwards e Diaz (2006) referendam ainda uma quarta
subfamilia, a Maihuenioideae.

Inicialmente, o género Pereskia foi descrito como Peireskia, por Plumier, em
1703. De acordo com Hollis e Scheinvar (1995), essa designacéo foi uma homena-
gem ao cientista francés Nicolas Claude Fabri de Peiresc (1580-1637). Linnaeus
usou o nome Cactus pereskia, em 1753, mas € atribuido a Miller, em 1754, a eleva-
¢ao do nome para o nivel de “género”, considerada como primeira classificagéo va-
lida (BUTTERWORTH; WALLACE, 2005).

No Brasil, a “ora-pro-nobis” (OPN) é o nome popular dado as variedades
comestiveis mais comuns do género Pereskia - Pereskia grandifolia Haworth e Pe-
reskia aculeata Miller (CASTRO; SCIO, 2014; EDWARDS; NYFELER; DONOGHUE,
2005; TURRA et al., 2007). O nome indigena é mori ou guaiapa (tupi-guarani) e sig-
nifica “planta que produz frutos com muitos espinhos finos”; o termo aculeata vem do
latim e significa espinho, agulha (ACCORSI; DOSOUTO, 2006). A Pereskia aculeata
Mill. é encontrada nos documentos oficiais brasileiros desde 2002 e popularmente
conhecida como “ora-pro-nébis” (OPN), que do latim significa “rogai por nés”. No
Brasil, além de ser conhecida como ora-pro-nobis, possui designagcfes populares

como: lobrobd, lobrodo, guaiapa, groselha-da-américa, cereja-de-barbados, cipo6-
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santo, matavelha, trepadeira-limdo, espinho-preto, jumbeba, espinho-de-santo-
antonio e rosa-madeira.

Ela pertence a classe Magnoliopsida, ordem Caryophyllales, familia Cacta-
ceae e género Pereskia (ALMEIDA, CORREA, 2012; ALMEIDA et al., 2014; BRASIL,
2002; BRASIL, 2004; BRASIL, 2010), classificada como exética por Marchese et al.
(2006) e como nativa ndo endémica por Zappi et al. (2012). A OPN é uma planta
nativa, originaria dos tropicos, perene, com caules finos e geralmente se apresenta
na forma de trepadeira, podendo atingir dez metros de altura, com ramos longos,
espinhos, folhas carnudas e com presenca de mucilagem (DUARTE; HAYASHI,
2005; TOFANELLI; RESENDE, 2011), sendo aproveitada em sopas e refogados
(QUEIROZ, 2015; ROSA; SOUZA, 2003), bem como em farinhas, saladas, tortas e
massas alimenticias como o macarrdo (ROCHA et al., 2008). E encontrada no Brasil,
do Rio Grande do Sul até o nordeste e cresce em diferentes biomas (CARVALHO et
al., 2014; TURRA et al., 2007). Ela também é encontrada nos Estados Unidos (Flori-
da) (SWIRSK et al., 1997) e no sul da Africa (MORAN; ZIMMERMANN, 1991). Se-
gundo Almeida Filho e Cambraia (1974) a Pereskia aculeata é nativa da América

Tropical, mas pode ser encontrada, também, na india Oriental (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo geogréfica mundial da espécie Pereskia aculeata Miller, repre-
sentada por circulos.

Fonte: Missouri Botanical Garden Database (2015) e Taylor et al. (2015).

Provavelmente, a regido noroeste da América do Sul tenha sido o centro
original da diversificacdo e propagacdo do género Pereskia (BUTTERWORTH;
WALLACE, 2005) e, a partir dai, as cactaceas povoaram desde regides ligeiramen-
te mésicas do Caribe, América Central e a América do Sul. Isso inclui o norte da
Argentina, Costa andina do Peru, oeste do Paraguai e Uruguai e leste do Brasil,
embora também sejam encontradas em climas frios e Umidos (Figura 2) (ARIAS;
PEREZ, 2006).
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Figura 2. Area sombreada no mapa caracteriza a distribuicio geogréfica da familia
Cactaceae no continente americano.

Fonte: Porto (2009).

Na Australia ela faz parte de uma lista de espécies ndo nativas considera-
das daninhas e de grande potencial para causar danos ambientais, em funcédo da
alta quantidade de espinhos e capacidade de crescimento, com formacao de moitas
densas, ndo obstante haja o conhecimento declarado de planta com alto valor nutri-
tivo e medicinal (AUSTRALIAN GOVERNMENT, 2003).

A OPN é uma planta de facil cultivo, resistente a seca e adapta-se aos di-
versos tipos de solos, ndo sendo exigente em fertilidade (BRASIL, 2010). Pereskia
aculeata Miller € uma trepadeira arbustiva (Figura 3 A), caules sublenhosos ou le-
nhosos, com ramos longos e espinhos na axila das folhas elipticas e carnosas
considerada detentora do maior nimero de caracteres primitivos da familia Cac-
taceae. As folhas da ora-pro-nobis sdo carnudas e mucilaginosas, forma eliptica e
simétrica, com cerca de 7 cm de comprimento e 3 cm de largura (Figura 3 B) (DU-
ARTE; HAYASHI, 2005). Seu peciolo é curto, agrupando-se de duas a seis folhas
em ramos laterais, contendo espinhos em seu caule sublenhoso (Figura 3 C), (TO-
FANELLI; RESENDE, 2011). As flores sédo de coloracao branca, com miolo alaran-
jado (Figura 3 D) e odor atraente, dessa forma atraem abelhas (Figura 3 E), as
guais tém papel fundamental, com funcédo de espalhar o pdélen abundante proveni-
ente das flores da P. aculeata Miller. Tanto as folhas como as flores da P. aculeata

Miller sdo comestiveis (VARGAS, 2017). As flores possuem cerca de 4 cm de dia-
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metro e seus recepticulos possuem de 6 a 8 bractéolas foliares que aparecem nos
frutos, mas quando estes amadurecem, elas caem (ROSA; SOUZA, 2003). O peri-
odo em que essas permanecem abertas é rapido, cerca de um dia (BOKE, 1966),
da manhé ao entardecer.

Por ser uma planta trepadeira, seu caule é do tipo ereto na fase jovem e
rasteiro na fase adulta. Possui espinhos agrupados entre si presentes no tronco de
forma alongada e finos; nos ramos 0s espinhos sao curtos, recurvados e geralmen-
te aos pares e voltados para baixo. Também pode haver nas axilas das folhas espi-
nhos solitarios ou agrupados em trés (DUARTE; HAYASHI, 2005), no entanto, es-
ses arranjos sao raros. Os frutos podem ainda apresentar formato arredondado,
oval ou piriforme, de coloracdo verde-amarelado, amarelo-alaranjado ou averme-
lhado (Figura 3 F) (BRASIL, 2010; MORTON, 1987). Os frutos também apresentam
aculeos (ROSA; SOUZA, 2003).



Figura 3. Ora-pro-nébis, Pereskia aculeata Miller: trepadeira (A), folhas (B), espinhos (C),
flor (D), flor (E) e fruto (F).

Fonte: A, B, C, D e E: Autora; F: Shaman Australis.
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Devido aos elevados teores de proteinas apresentados pelas cactaceas do
género Pereskia, essa planta € denominada "carne de pobre" (ROCHA et al., 2008),
pois j& foi identificado na Pereskia aculeata Mill. alto conteudo proteico, variando de
17,40% para 28,59% em suas folhas (ALMEIDA et al., 2014, ROCHA et al., 2008,
TAKEITI et al., 2009). Almeida et al. (2014) e Rocha et al. (2008) em estudos com
folhas de OPN secas, relataram também elevados teores de fibras e minerais, em
destaque ao célcio (3.800 mg.100 g?) e ferro (28,12 mg.100 g1).

As folhas dessas cactaceas podem ser consumidas in natura, processadas
ou adicionadas a preparados cozidos e assados (ALMEIDA; CORREA, 2012; MAR-
TINEVSKI et al., 2013). Entretanto, ainda que utilizada tradicionalmente na alimen-
tacdo humana, pouco € conhecido sobre a inocuidade dessa planta (SOUZA et al.,
2009). Aléem de serem consumidas como hortalicas e do potencial para a explora-
¢ao agricola nutricional, constituem importante influéncia em culturas locais. A OPN
€ consumida por algumas comunidades tanto rurais quanto urbanas e contribuem
para complementar a alimentacéo, inclusive com reducdo de custos e aprimora-
mento da economia familiar (ALMEIDA; CORREA, 2012).

A OPN ainda apresenta um numero limitado de estudos, como a maioria
das hortalicas ndo convencionais, ndo sendo conhecidas cientificamente suas pro-
priedades. Por isso, faz-se necessario o conhecimento técnico sobre os componen-
tes quimicos e suas atividades biologicas (KINUPP, 2006; SOUZA et al., 2009).

1.1.1 Pereskia aculeata Miller e atividade biologica

H& muito tempo acredita-se que o consumo de vegetais auxilie na preven-
cado de doencas e numerosos estudos tém demonstrado que a ingestdo adequada
de vegetais esta associada a reducéo do risco de desenvolvimento de obesidade,
diabetes, problemas cardiovasculares, hipertensao, osteoporose, cancer e da redu-
¢ado da morbimortalidade (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

O Brasil possui um biota com grande diversidade de espécies. Entre elas
encontram-se muitas com potencial para serem usadas como alimento, suprindo
necessidades nutricionais humanas e também podendo agir como medicamentos
fitoterapicos para isolamento de principios ativos e tratamento de doencas (FIRMO
et al., 2011). Segundo Filho (2010), essa diversidade da flora brasileira apresenta

uma das mais ricas fontes de substancias naturais com potencial quimico e metabé-
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licos.

Os metabolitos tém suas atividades investigadas desde a Grécia antiga na
experimentacao in vivo com diferentes plantas (PAVARINI et al., 2012). Muitos far-
macos importantes sdo provenientes de produtos naturais ou tem estes como proté-
tipo, considerando a quase infinita diversidade e complexidade de estruturas mole-
culares que a natureza fornece (YUNES; CECHINEL FILHO, 2012). As aplica¢gOes
desses metabdlitos para o ser humano sao variadas, pois podem agir como agentes
antibacterianos, antifingicos, redutores do colesterol, imunossupressores, antipara-
sitérios, herbicidas, entre outros (VAISHNAV; DEMAIN, 2010).

Mesmo sendo pouco estudada, sabe-se que a OPN apresenta, em meé-
dia, 20% de teor proteico e 85% de digestibilidade, além de elevados valores
de aminoacidos essenciais, destacando-se a lisina, leucina e valina, podendo
apresentar acdo no tratamento e prevencdo de patologias relacionadas a defici-
éncias proteicas (ROCHA et al., 2008; MAZIA, 2012) e suas folhas ndo apresentam
relatos de toxicidade (SANTOS et al., 2011). Por serem plantas de alto teor nutricio-
nal tém sido utilizadas como fontes suplementares de alimentacéo para seres hu-
manos e animais. Somado a isso, estudos preliminares demonstram grandes
possibilidades destas plantas virem a serem aproveitadas como agentes medicinais,
sob diversas formas de aplicacdo (TAN et al., 2004).

De acordo com Couto (2006), a OPN é também considerada planta de
uso medicinal. Cientificamente, extratos aquosos e/ou alcoéolicos de folhas, caules
ou raizes tém sido testados e inseridos em formulacdes terapéuticas, para acoes
antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatoria, analgésicas, dermatoldgicas, cicatri-
zante, tripanocida e antioxidante (ROYO et al.,, 2005; VALENTE et al., 2007; KlI-
NUPP; BARROS, 2008; OLIVEIRA, 2008; BARROS et al., 2009; SARTOR et al.,
2010). Segundo Almeida e Corréa (2012), o uso de OPN esta associada principal-
mente ao tratamento de anemia, cancer, cicatrizacao, osteoporose e a constipacao
intestinal (ALMEIDA; CORREA, 2012). Noelli (1998) relata o uso da casca da OPN
como adstringente pelos indios Guaranis e Champs et al. (2003) relatam seu uso
popular para tratamento de feridas. Outros levantamentos etnofarmacoldgicos reve-
lam seu uso como forma de combate a anemia (DAMASCENO; BARBOSA, 2008).

O governo brasileiro tem promovido acdes para o desenvolvimento do setor
gue envolve a pesquisa e a producéo de plantas medicinais, a partir da publicacao

do decreto 5.813 de 22 de junho de 2006, criando a Politica Nacional de Plantas
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Medicinais e Fitoterapicos. As diretrizes estdo definidas por meio do Programa Na-
cional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2007), sendo assim, faz-se
necesséria a identificacdo de compostos bioativos presentes em plantas medicinais,

como Pereskia aculeata Miller.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi isolar e extrair proteinas e peptideos
de Pereskia aculeata Miller com possiveis atividades biolégicas.

2.2 Objetivos especificos

e Desenvolver um método simplificado de extragdo de proteinas e pepti-
deos;
e Analisar o teor e composicdo de aminoacidos por CLAE (cromatografia

liquida de alta eficiéncia);

e AvaliacOes antibacterianas e antifungicas.
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3 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais de extracdo e andlise das fracdes obtidas
foram realizados no Laboratério de Sintese e Estudos de Biomoléculas (LaSEBio) do
Instituto de Quimica da UNESP - Araraquara sob orientacdo do Prof. Dr. Eduardo
Maffud Cilli. Os ensaios antibacterianos foram realizados no laboratério de Epidemio-
logia e Microbiologia Molecular do Instituto de Fisica da USP — Séo Carlos, campus
Il, sob orientacdo da Profa. Dra. llana L. B. C. Camargo. Os ensaios antifingicos
foram realizados no Laboratério de Microbiologia e Biologia Celular da Faculdade de
Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto/SP - USP, sob orientagéo do Prof. Dr.
Luis Henrique Souza Guimaraes.

A Figura 4 descreve, simplificadamente, os procedimentos realizados.
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Figura 4. Fluxograma simplificado dos experimentos realizados neste trabalho

Lavagem das folhas com agua
pura

|

Secagem em estufa a 37 °C por 72 h

l

Extracéo
I agua ultrapura
(EXTAGUA2)
NaCl 30% 70% OPN triturada em I
0,1M | Metanol metanol agua (EXTAGUAL1) 30% metanol
(EXTSALL) || (EXT30MET1) (EXT70MET1) I (EXT30MET?2)
\\ Liofilizagéo / 70% metanol
(EXT70MET2)
Pesagem
COLUNA DE EFS
1°: 3 x 5 mL 100% solucdo A
2°. 3 x 5 mL 30% solucdo B em solucéo
A 3° 3 x5 mL 70% solucdo B em solu-
¢cao A 4° 3 x5 mL 95% solucdo B em so-
lucdo A
Liofilizacéao
Hidrolise
Analises antimicro- Analises por
bianas Analises de aminoé&cidos CLAE

Fonte: Autora.
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3.1 Coleta e processamento das folhas de OPN

As folhas de Pereskia aculeata Miller foram fornecidas por um pequeno agri-
cultor da regido de Alfenas, MG; localizada a 21° 25' 45" de latitude S e 45° 56" 50"
de longitude W. O clima da regido € subtropical umido, quente e temperado (KOT-
TEK et al., 2006). A temperatura média anual em Alfenas é de 20,2 °C e a pluviosi-
dade média anual é 1.516 mm.

A colheita das folhas ocorreu entre outubro de 2016 e abril de 2017, sendo
acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em freezer. Posteriormente, as
folhas foram descongeladas e lavadas com agua ultrapura. Seguidamente, foram
desidratadas em estufa a 37 °C por 72 h. Apos a secagem as folhas de OPN foram
trituradas manualmente com o auxilio de almofariz e pistilo.

A exsicata da planta foi registrada no Herbario SPFR (Herbario do Departa-
mento de Biologia da FFCLRP - USP, Ribeirdo Preto — SP) sob o numero 17.155.

Varios protocolos de extracéo foram utilizados, como descritos a seguir.

3.2 Obtencéao de extratos

3.2.1 Extracao de OPN triturada em agua pura.

Inicialmente, as folhas secas foram maceradas em agua com auxilio de almo-
fariz e pistilo por aproximadamente 20 min, na proporcao de 1:20 (m/v).

O extrato obtido foi filtrado a vacuo, liofilizado e armazenado em freezer para
analises posteriores (EXTAGUAL). O material retido no filtro, denominado sedimen-

tado, foi armazenado em freezer para analises posteriores.

3.2.2 Extracao salina e hidroalcodlicas

Para obtencdo dos extratos, as folhas secas foram maceradas com auxilio
de almofariz e pistilo por aproximadamente 20 min, e o material obtido foi submetido
a diferentes solucdes.

A extracao salina foi realizada por maceracado utilizando solu¢éo de NaCl 0,1
M na proporcao de 1:20 (m/v; EXTSALL). Para extracdo com solucédo hidroalcodlica,

outras amostras de folhas secas e trituradas foram utilizadas na proporgéo de 1:20
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(m/v). As solucgBes hidroalcodlicas utilizadas para maceracao continham 30% meta-
nol (EXT30METL1) e 70% metanol (EXT7O0MET1) em agua ultrapura.

Os extratos obtidos foram filtrados a vacuo, liofilizados e armazenados em
freezer para andlises posteriores. O material retido no filtro, denominado sedimenta-

do, foi armazenado em freezer para andlises posteriores.

3.2.3 ExtracBes aquosa e hidroalcodlicas sequenciais

Em outro procedimento, o material triturado foi submetido a extragbes com
solucbes aquosa e hidroalcodlicas de modo sequencial. Inicialmente 5 g de folhas
trituradas foram acondicionadas em frasco Erlenmeyer e extraidas com 40 mL de
agua ultrapura, em mesa agitadora, durante 10 min a 130 rpm.

O sobrenadante foi filtrado a vacuo e o material solido, retido no filtro, era re-
tornado ao frasco Erlenmeyer. O processo foi repetido nove vezes. Apos a décima
extracdo aquosa, o extrato liquido foi transferido para tubos falcon e em seguida liofi-
lizados para as extracdes posteriores (EXTAGUAZ2).

A parte sélida retida no filtro passou por extragcdes com solucdes hidroalcoo-
licas contendo 30% metanol (EXT30MET2) e em seguida 70% de metanol
(EXT70MET2), repetindo o mesmo processo descrito anteriormente. Os extratos hi-
droalcoolicos foram concentrados em rota-evaporadores e posteriormente liofiliza-
dos. O material retido no filtro, denominado sedimentado, foi armazenado em freezer

para analises posteriores.
3.3 Quantificacéo proteica

Para a quantificacdo proteica foi utilizado o método descrito por Bradford
(1976), utilizando o reagente de Bradford (Sigma®). A curva padrdo foi obtida utili-
zando Albumina Soro Bovino (BSA) em concentracfes de 1,05 pug/mL a 16,9 pg/mL.
3.4 Fracionamento em coluna de EFS (Extracdo de Fase Sélida)

Na tentativa de identificar fracdes de peptideos/compostos com diferentes

polaridades, foram utilizadas colunas de EFS de acordo com o protocolo colocado

na Figura 5.
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Para o experimento foi utilizado cartucho do tipo C18 com 500 mg de resina.
Os extratos (agua ultrapura, 30% de metanol, 70% de metanol e NaCl 0,1 M) foram
ressuspendidos em 0,045% de acido trifluoracético — TFA em agua (solucéo A) e
levados ao Vortex, por 1 min; em seguida foram submetidos ao banho de ultrassom
por 1 min e centrifugados. Posteriormente foram eluidos na coluna de EFS conforme

0 procedimento abaixo:
1° - aplicagéo na coluna e lavagem com 3 volumes de 5 mL de solucéo A;

2° - a coluna foi lavada com 3 volumes de 5 mL de solucdo contendo 30% de

solucdo com 0,036% TFA em acetonitrila (solu¢do B) e 70% de solugéo A,

3° - a coluna foi lavada com 3 volumes de 5 mL de soluc&o contendo 70% de

solugéo B e 30% de solugéo A.

4° - a coluna foi lavada com 3 volumes de 5 mL de 95% de solugéo B e 5% de

solucéo A.

Todas as fracdes foram recolhidas e acondicionadas em frascos de cintila-
¢ao, liofilizadas e armazenadas em freezer, para posterior analise.

As fracOes obtidas foram analisadas por cromatografia liquida de alta efici-
éncia (CLAE).



Figura 5. Fluxograma de fracionamento em coluna de EFS.
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Fonte: Autora.

43



44

3.5 Hidrdlise
3.5.1 Hidrélise dos extratos salino e hidroalcodlicos

As amostras obtidas anteriormente também foram avaliadas em relacdo ao
teor e composicao de aminoacidos. Para isso, aproximadamente 1 mg das fracdes
obtidas por EFS foram submetidas a solu¢do de HCI - 6 M (1 mL) e fenol 5% em
agua (50 pL) a 110 °C por 48 h, ap6s borbulhamento de nitrogénio gasoso por 1 min.
Apo6s o periodo de incubacao, as amostras foram submetidas ao speedvac por 16 h,

para retirada do solvente.

3.5.2 Hidrdlise parcial da amostra triturada e sedimentada

Visando a obtencédo de peptideos do material extraido, realizou-se a hidroli-
se parcial das proteinas existentes. Para isso foram tomadas aliquotas de aproxima-
damente 0,5 g da amostra triturada e sedimentada, em dois tubos de ensaio. Essas
foram submetidas a solucdo de acido cloridrico (HCI) 1 M (5 mL), e apds borbulha-
mento de nitrogénio gasoso por 1 min, foram incubadas na estufa a 65 °C, retirando-
se 100 pL de solucdo apos 2, 4, 6, 8, 12 e 24 h. Na aliguota retirada foi adicionado
100 pL de NaOH (1 M) com posterior diluicdo com 2,8 mL de 70% solucdo B em
cada tubo. A solucéo obtida foi eluida na coluna de extracdo em fase solida (EFS),

filtradas em membrana e analisadas por CLAE.

3.6 Andlises por CLAE dos extratos salino, hidroalcodlicos e aquoso

3.6.1 Andlise das fracdes obtidas por EFS, modo analitico

Para as avaliacdes das fracdes obtidas por EFS foi utilizada a técnica de
CLAE com uma coluna C18 de diametro com particula de 5 um (150 mm X 4,6 mm).
O gradiente utilizado foi de 5 a 95% de solucdo B em 30 minutos, sendo solucdo A
(dgua + 0,045% TFA) e solucdo B (acetonitrila + 0,036% TFA). A deteccéo foi reali-

zada nos comprimentos de ondas de 220 nm e 280 nm.

3.6.2 Purificacao das fracdes obtidas por EFS, modo semipreparativo

Para purificacédo das fracdes obtidas por EFS foi utilizada a técnica de CLAE

com uma coluna C12 Jupiter Proteo de diametro com particula de 10 um (250 mm X
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10 mm). O gradiente utilizado foi de 5 a 45% de solu¢cdo B em 120 min, sendo solu-
¢céo A (agua + 0,045% TFA) e solucéo B (acetonitrila + 0,036% TFA). Para deteccao,

0 comprimento de onda utilizado foi de 220 nm.

3.6.3 Andlise dos aminoacidos

As amostras que sofreram hidrolise acida, foram solubilizadas em 500 pL de
solucédo de 0,2 M de citrato de sddio (pH 2,2) e filtradas em unidade filtrante GV Millex
- Millipore antes de serem injetadas no aparelho - aliquota de 10 pL.

As analises de aminoéacidos foram efetuadas pelo método da derivatizacao
pos-coluna por orto-phtalaldeido (OPA) em um analisador automatico Shimadzu LC-
10A/C-47A. A coluna de separagéo utilizada foi a Shim-Pack Amino-NA. A deteccao
ocorreu por fluorescéncia em comprimento de onda de excitacdo de 350 nm e de
emissao em 450 nm. O sistema foi calibrado com uma mistura padrédo de amino4ci-
dos (1000 nmol.mL?), obtendo-se um valor para o tempo de saida de cada aminoa-
cido e o fator de conversao entre a area de cada pico e a concentracao da amostra.

3.7 Ensaios antimicrobianos

3.7.1 Antibacterianos

A avaliacdo da atividade antibacteriana in vitro foi realizada frente aos mi-
crorganismos Staphylococcus epidermidis (ATCC 35984), Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Enterococcus faecium
(VREL16), Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), Escherichia coli (ATCC 25922) e

Acinetobacter baumannii (ACI50).

3.7.1.1 Preparacédo das amostras para avaliacdo antibacteriana

As bactérias foram semeadas por método de esgotamento em placas de
Brain Heart Infusion (BHI) Agar e incubadas em estufa & 37°C por 24 h. Ap6s a in-
cubacéo, o caldo de bactérias foi preparado, selecionando uma bactéria isolada da
placa e inoculando em 10 mL de meio BHI. O caldo foi incubado em estufa a 37°C
de 16 a 18 h, de modo que as bactérias se encontrem em fase ‘log” de crescimento

para o experimento. Uma solugcédo estoque 100x concentrada das amostras foram
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obtidas por diluicAo em agua. Posteriormente a solugdo estoque foi diluida 1:100 em
caldo Mueller Hinton Cation Ajustado (MHCA) segundo o Clinical & Laboratory Stan-
dards Institute (CLSI) (2013). A partir disso, 0 extrato bruto e as fragcdes obtidas,
100% de solucédo A e 30% de solucdo B, da extracdo dgua foram testadas em 512
Mg/mL, segundo o CLSI (2013), ou na maior concentragdo em que foi possivel dis-
solver o composto sem que houvesse precipitacao.

Para o controle negativo e controle positivo foram adicionados caldo Mueller
Hinton Cétion ajustado 1% DMSO. O controle negativo corresponde ao meio de cul-
tura sem a adicao da bactéria e composto, permanecendo estéril; ja o controle posi-
tivo refere-se ao controle de crescimento das bactérias, correspondendo ao meio de
cultura com a adicdo das bactérias, sem o composto. As bactérias foram entédo ajus-
tadas em solucao salina no Densimat até a escala de 0,5 Mc Farland (equivalente a
aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL). Um volume de 200 pL desta solucéo ajustada
foram adicionadas a 1,8 mL de meio MHCA. Desta solucéo, 5 pL foram adicionados a
cada poco, da microplaca de 96 pocos.

A incubacéo foi feita a 37°C e a leitura visual dos resultados apos 24 h. Os

testes foram realizados em duplicatas.

3.7.2 Antifungicos

A avaliacdo da atividade antifungica in vitro foi realizada frente aos micror-
ganismos Aspergillus nidulans, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus

parasiticus e Aspergillus niger.

3.7.2.1 Preparacado das amostras para avaliacdo antifungica

Para avaliacdo da atividade antifungica também foi realizada pela técnica de
difusdo em agar seguindo a metodologia descrita por Farag e colaboradores (2016).
As amostras de extrato bruto de OPN e as extracfes aquosas fracionadas, 100%
solucdo A e 30% solucao B, foram liofilizadas. Apds liofilizacdo, 200 mg de cada
amostra foi solubilizada em 1 mL agua esterilizada, originando uma solucao na con-
centracdo 200 mg/mL. Como controle da inibicdo de crescimento foi utilizada solu-
¢cdo de miconazol na concentracdo de 500 ug/mL. A suspenséo de esporos, ha con-

centracdo de 1x10* esporos/mL, dos fungos Aspergillus sp foram espalhados, com
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auxilio da alca de drigalski, em placas de Petri contendo meio BDA (Batata — Dextro-
se — Agar), onde pocos de 0,5 cm de didmetro por 0,5 cm de profundidade foram per-
furados nos meios com auxilio de ponteiras autoclavadas e 100 yuL das amostras e
70 pyL do antifungico controle foram aplicadas em diferentes pocos nas placas. As
placas foram incubadas a 30°C por 48 h. A avaliagéo foi feita pelo halo de inibicao.

Os testes foram realizados em duplicata.
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4.1 Quantificagcao proteica
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Para verificar o teor de proteinas da OPN, as diferentes fracdes obtidas fo-

ram avaliadas em relacdo ao teor de proteina (ug/mg) pelo método de Bradford e

estao apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Teor proteico das amostras.

N PROTEINA
EXTRACAO
(ug/mg de material) (%)
OPN Triturada 48 + 0,13 4,8
(EXTAGUAL)
NaCl 0,1 M 46 + 0,37 4,6
(EXTSAL1L)
30% Metanol 700,33 7,0
(EXT30MET1)
70% Metanol 45 + 0,34 4,5
(EXT70MET1)
Aquosa* 91+0,42 9,1
(EXTAGUAZ2)
30% Metanol* 47 £ 0,12 4,7
(EXT30MET2)
70% Metanol* 32 +0,60 3,2
(EXT70MET?2)

* extracdo sequencial.

Fonte: Autora.

Para a OPN triturada em agua (EXTAGUAL), cujas folhas foram previamente

desidratadas, a porcentagem de proteina foi de 4,8%. Esse valor aumenta para a

extracdo aquosa apos liofilizacdo - 9,1% de proteina. A extracéo salina, em NaCl 0,1

M, resultou em 4,6 % de proteina, mostrando que a presenca de sal (aumento da

forca ibnica) diminui a extracdo proteica. JA na extracdo hidroalcodlica, utilizando

30% de metanol, o teor proteico foi de 7% de proteina; diminuindo para 4,5% em

70% de metanol. Os dados obtidos foram diferentes dos reportados na literatura,

visto que Rodrigues (2016) determinou 15,71% de teorde proteina bruta de Pereskia

aculeata Miller utilizando solugéo hidroalcodlica com 70% de etanol (v/v). Rocha et
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al. (2008) obtiveram 22,9% de proteina bruta em folhas desidratadas; ja os autores
Takeiti et al. (2009), por meio do método de Kjeldhal, obtiveram 28,4% de proteinas
em folhas frescas. Esta diferenca pode ser explicada pelo fato de que o célculo utili-
zado neste trabalho usa somente proteinas sollveis devido a limitacdo do método,
enquanto os demais métodos consideram o teor total de proteinas. Além do que,
essas diferencas nos teores de proteinas podem estar relacionadas a varios fatores,
tais como idade fisiologica e origem botanica da planta (SOUSA, 2014).

Para confirmar a colocacao acima, foi realizado a analise de aminoacidos do
hidrolisado do material seco obtido. Os valores obtidos foram de 32,6% e 22,8%, 0s
quais serao discutidos no item 4.3 (Tabela 4, pagina 59) mostrando que, indepen-
dente do material estudado, o teor proteico se mantém acima de 20%. Esse dado
sera melhor discutido posteriormente. Somado a isso, o teor de aminoacido essenci-
ais (fenilalanina, valina, leucina, isoleucina, treonina, metionina, lisina) foi de elevado
em relacéo ao total da OPN. O triptofano nao foi determinado, pois é degradado du-
rante a hidrolise. Além de apresentar alto teor proteico, a OPN também possui 85%
de digestibilidade (MAZIA, 2012), podendo-se sugerir aplicacdo farmacologica (FA-
HEY, 2005) no tratamento e prevencdo de patologias relacionadas a deficiéncias
proteicas (MAZIA, 2012; ROCHA et al., 2008). Comparando o teor de proteina na
matéria seca de 4,2% descrito para o feijdo cozido (TACO, 2011), a farinha desta
cactacea apresenta aproximadamente 5 vezes mais - 23% (ROCHA et al., 2008; Sil-
va et al. 2006). Como alguns grupos populacionais ainda apresentam dieta com
acesso limitado as proteinas animais, o0 consumo de fontes vegetais ricas em protei-
nas e de alto valor biolégico, como a OPN, podera prevenir ou tratar caréncias nutri-
cionais relacionadas a este nutriente (QUEIROZ et al., 2011). A Dose Diaria Reco-
mendada (DDR) para o consumo de proteinas na dieta esta atualmente fixada em 50
gramas por dia para um adulto normal, sendo que o seu valor para ser calculada é
cerca de 0,75 gramas por quilo de peso corporal, por dia (YOUNG; PELLETT, 1994).

Quando observamos os resultados da extracdo sequencial, podemos obser-
var menor valor de proteinas. Esse resultado é o esperado, pois algumas proteinas

ja foram extraidas no solvente anterior, diminuindo o valor obtido.
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4.2 Filtracdo em coluna de EFS (Extracdo de Fase Soélida)

Visando a obtencao de fragOes proteicas da OPN, foi utilizada a extracdo em
fase solida (EFS). A EFS é uma técnica de separacao liquido-sélido extensamente
usada para extrair analitos de amostras liquidas, mas também pode ser usada para
amostras solidas pré-extraidas com solventes (NOVAKOVA; LCKOVA, 2009). Se-
gundo Lancas (2004), a EFS, na sua forma mais comum, emprega fases solidas
também denominadas de sorventes, recheadas em cartuchos, nas formas de barril
ou seringa, e 0os mecanismos de retencdo sdo similares aqueles envolvidos em cro-
matografia liquida em coluna.

Esta etapa além de poder ser considerada uma etapa de purificacdo, garan-
te a longevidade das colunas utilizadas na CLAE, evitando limpezas constantes no
sistema de injecdo (LANCAS, 2004) e a contaminacdo das colunas. Segundo Her-
nandez-Borges et al. (2007), a filtracdo utilizando EFS apresenta vantagens, pois ha
um menor consumo de solvente organico, néo ha formacao de emulsdes, é de facil
manuseio, apresenta altas porcentagens de recuperacao do analito, produz volume
reduzido de residuos toxicos e aumenta a concentracdo do analito. Porém a desvan-
tagem esta nos altos custos dos cartuchos, podendo ser utilizados apenas uma uni-
ca vez (NOVAKOVA; LCKOVA,2009).

Segundo Jardim (2010), os procedimentos de extracdo em fase solida con-
tém quatro etapas: 1) condicionamento do sorvente com solvente adequado para
ajustar as forcas de eluicdo da amostra; 2) introducédo da amostra, quando ocorre a
retencdo do analito e as vezes de alguns interferentes; 3) limpeza da coluna para reti-
rar os interferentes menos retidos que o analito, etapa esta conhecida como lavagem
com solvente ou clean-up; 4) eluicdo do analito.

Esta técnica simples ja foi utilizada anteriormente no LaSeBio e se mostrou
eficiente no isolamento de peptideos ciclicos (ALTEI, et al., 2014; FERREIRA, et al.,
2015). Neste trabalho, utilizou-se esta metodologia relativamente nova para isola-
mento de peptideos em planta em substituicdes as demoradas colunas de separa-
cao de silica, colunas de permeacao em gel, etc.

As solucdes resultantes do processo de extracdo em fase soélida apos liofiliza-
cao e dissolucdo em 1 mL das respectivas solucdes estdo apresentadas na Figura 6.
Para Jardim (2010), os extratos de planta requerem um método de preparo adequa-

do, j& que apresenta uma matriz complexa, com muitos interferentes, além do que o0s
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analitos se encontram em baixas concentragfes; para iSSO € necessario preparo
prévio da amostra, cujos objetivos principais estdo envolvidos com a concentragédo

dos analitos de interesse e a remoc¢ao do maximo dos interferentes.

Figura 6. Eluatos obtidos ap6s aplicacao em coluna de EFS* das extrac6es com NaCl 0,1 M
(A) (EXTSALL), com 30% de metanol (B) (EXT30MET1), com 70% de metanol (C)
(EXT70MET1), aquosa (D) (EXTAGUA?2) seguida de 30% de metanol (E) (EXT30MET2) e
70% de metanol (F) (EXT70MET2).

*Leltura de cada imagem feita da esquerda para direita: 100% de solugéo A, 30% de solucéo B, 70%
da solucéo B e 95% da solucéo B.

Fonte: Autora.

A cor da solucdo obtida da eluicdo da extragdo de 70% metanol
(EXT70MET2) com 70% e 95% de solucéo B, sugere um arraste maior de pigmentos
(Figura 6C, 6E e 6F), sugerindo principalmente a presenca de clorofila. Outras fra-
¢bes também mostraram alto teor de pigmentos pela coloracdo, principalmente as
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extraidas com solventes mais apolares.

As massas obtidas apos liofilizacdo, partindo de 400 mg de massa de OPN,
extraida em coluna de EFS, estdo apresentadas na Tabela 3. Estes dados mostram
gue, 0s materiais mais polares estdo em maior quantidade; e, de maneira geral, a
fracdo de 95% de solucdo B apresentou menor quantidade de componentes, visto a

menor massa obtida.

Tabela 3. Massas (mg) das respectivas extracdes apds EFS e liofilizacao.

EXTRACAO NaCl 30% 70% H.0" 30% 70%

(EXTSAL1) Metanol Metanol (EXTAGUA2) Metanol* Metanol*
(EXT30MET1) (EXT70MET1) (EXT30MET2) (EXT7OMET2)

EFS

100% Solugdo A 35+ 2 36+5 20+8 210+ 23 27+6 11+2

30% Solucéo B 3+1 4+2 2+1 8+3 2+1 1+0,03

70% Solucdo B 1+0,2 3+1 2+1 0,1+ 0,001 1+0,5

95% Solucéo B 0 2+1 3+1 0

X (massas) 39+3,2 45+9 27+11 218,1+26 30+75 12 + 2,03

*extracdo sequencial.

Fonte: Autora.

A extracdo aquosa sem a presenca de sal apresentou 0 maior rendimento
em massa na extracdo com 100% de solvente A. No entanto, como esperado, ocor-
reu diminuicdo na massa das demais fracdes sequenciais, quando comparada com a

extracdo direta do extrato.

4.3 Analises cromatograficas dos extratos fracionados por EFS e perfil de
aminoacidos por CLAE

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia consiste em um método analitico
cuja principal finalidade é a separacéo, identificacdo e quantificacdo de diferentes
substancias quimicas presentes em uma amostra, por meio de um mecanismo de
interacdo seletiva entre as moléculas do soluto e as duas fases, uma estacionaria e
outra mével (NELSON e COX, 2014). A fase estacionaria refere-se a coluna croma-
tografica e a fase movel é o solvente, que flui continuamente através do sistema ar-
rastando a amostra injetada pela coluna. Assim 0s componentes com maior intera-

¢cdo na fase estacionaria sdo seletivamente retidos por ela e enquanto os que apre-
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sentam menor interacdo sdo transportados mais rapidamente pela fase movel
(CHUST, 1990; COLLINS, BRAGA; BONATO, 1997).

As proteinas mostram absorcdo nas regides de 254 a 280 nm devido aos
aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina e fenilalanina), e 220 nm referente a li-
gacéo peptidica (NELSON; COX, 2014).

Nas Figuras 7, 8 e 9 estdo os perfis cromatogréficos dos extratos obtidos de
30% metanol (EXT30MET1), 70% metanol (EXT7OMET1) e NaCl (EXTSAL1), res-

pectivamente.

Figura 7. Perfis cromatogréficos em 220 nm e 280 nm da OPN eluida em coluna de EFS:
100% solucao A (A e C), 30% de solugéo B (B e D) — fracdo extraida em 30% Metanol
(EXT30MET1). Utilizou-se 1 mg/mL de amostra para analise.
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Fonte: Autora.
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Figura 8. Perfis cromatograficos em 220 nm e 280 nm da OPN eluida em coluna de
EFS: 100% solucdo A (A e C), 30% de solucdo B (B e D) — fracdo extraida em 70%
Metanol (EXT70MET1). Utilizou-se 1 mg/mL de amostra para analise.
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Figura 9. Perfis cromatogréaficos em 220 nm e 280 nm da OPN eluida em coluna de EFS:
100% solucdo A (A e C), 30% de solucdo B (B e D) — fracdo extraida em solug¢édo de NaCl
(EXTSALL). Utilizou-se 1 mg/mL de amostra para andlise.
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Fonte: Autora.

Independentemente do solvente de extracao utilizado, a primeira fracdo eluida
da coluna de extracdo em fase sélida em 100% de solvente A mostrou 0 mesmo per-
fil, isto €, a presenca de um pico principal em 7,3 minutos e outros em menor con-
centracdo. Em 30% de solvente B podemos observar, como esperado, a presenca de
materiais mais hidrofébicos, pois 0s picos mais expressivos aparecem com um maior
tempo de retencdo. As amostras extraidas em 70% e 95% de B nao foram analisa-
das por apresentarem pequena massa.

A extracdo obtida com agua também foi avaliada. Na Figura 10 estdo apre-
sentados os perfis cromatograficos das eluicbes da coluna de extracdo em fase soli-
da em 100% de solvente A, que mostrou a presenca de trés picos expressivos entre

7 e 10 minutos, e em 30% de solvente B, que novamente confirmou a presenca de
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materiais mais hidrofébicos.

Figura 10. Perfis cromatograficos em 220 nm e 280 nm da OPN eluida em coluna de EFS:
100% solucdo A (A e C), 30% de solucdo B (B e D) — fracdo extraida em agua (EXTA-
GUAZ2). Utilizou-se 1 mg/mL de amostra para analise.
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Fonte: Autora.

As Figuras 11 e 12 apresentam os perfis de solucdes hidroalcoodlicas se-

guenciais a extracdo aquosa.
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Figura 11. Perfis cromatograficos em 220 nm e 280 nm da OPN eluida em coluna de EFS:
100% solucdo A (A e C), 30% de solucéo B (B e D) — fracdo extraida em 30% de metanol
(EXT30MET?2). Utilizou-se 1 mg/mL de amostra para andlise.
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Figura 12. Perfis cromatograficos em 220 nm e 280 nm da OPN eluida em coluna de EFS:
100% solucdo A (A e C), 30% de solucédo B (B e D) — fracdo extraida em 70% de metanol
(EXT70MET?2). Utilizou-se 1 mg/mL de amostra para analise.
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Fonte: Autora.

Os cromatogramas obtidos (Figuras 7, 8, 9, 10, 11 e 12) sugerem a existén-
cia de possiveis compostos proteicos, jA que no comprimento de onda de 220 nm
ocorre a absorcao da ligacédo peptidica. No entanto, deve ser ressaltado que ndo s6
ligacbes peptidicas absorvem no comprimento de onda 220 nm (COLLINS, BRAGA,;
BONATO, 1997). Para Zaia e Lichtig (1998), no comprimento de onda em 280 nm,
em pH neutro, somente os aminoacidos triptofano, tirosina e cistina (ligacdo entre
duas cisteinas) possuem uma absortividade molar significativa. Como a maioria dos
picos observados nos perfis cromatograficos foram identificados nos dois compri-

mentos de onda, isso € um indicativo que esses materiais sejam proteicos. Na elui-
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¢do com 100% solucdo A, todos os perfis cromatograficos em 280 nm mostraram
semelhancas com os obtidos em 220 nm, com excec¢ao da extragcdo 30% metanol
sequencial.

Para confirmar a presenca de proteinas ou peptideos nos eluatos acima
descritos, as amostras e eluatos foram submetidos a andlise de aminoacidos para
guantificacdo do teor proteico e da composi¢do de aminoacidos.

A cromatografia de troca ibnica é o método mais largamente empregado pa-
ra separar, identificar e quantificar os aminoacidos presentes em uma mistura. Esta
técnica explora primariamente as diferencas no sinal e na magnitude das cargas elé-
tricas liquidas dos aminoacidos em um dado pH, as quais séo previsiveis a partir de
seus valores de pKa e de suas curvas de titulacdo. A coluna cromatogréfica consiste
de uma coluna preenchida por particulas de resina sintética insolivel em agua e
contendo grupos carregados; aquelas resinas com grupos fixos aniénicos sao cha-
madas de resinas trocadoras de céations e aquelas com grupos fixos catiénicos, resi-
nas trocadoras de anions (NELSON; COX, 2014). Na analise de aminoacidos a resi-
na utilizada é a carregada negativamente. No entanto, somente a carga, dos amino-
acidos, ndo é suficiente para a separacdo destes, visto que alguns aminoacidos
possuem valores de pl muito proximos. Essa problematica é resolvida utilizando re-
sinas de poliestireno, que adiciona a interacao hidrofébica entre as cadeias laterais
dos aminoacidos e a malha polimérica apolar deste polimero na separacéao.

O perfil cromatografico de um dos eluatos obtidos apés a hidrélise acida &

mostrado na Figura 13.
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Figura 13. Perfil cromatografico de aminoacidos presentes na amostra OPN &gua da fracéo
30% de solugéao B.
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Fonte: Autora.

Os aminoacidos serina, treonina, aspartato e glutamato, por serem polares
elou carregados negativamente, apresentam tempo de retengcdo menor; enquanto
gue os aminoacidos prolina, glicina, alanina, valina, metionina, leucina, isoleucina e
fenilalanina apresentaram um tempo maior de retencdo, por pertencerem ao grupo
dos aminoacidos com cadeia lateral apolar; seguido pela tirosina, e pela histidina,
lisina e arginina, que sdo aminoacidos positivos. Esses ultimos se ligam a coluna
com maior forca e, portanto, apresentam maior tempo de retencao.

A composicdo de aminoacidos nas diferentes extracdes pode ser observada
nas Tabelas 4 e 5. A comparacao de alguns dados obtidos da OPN triturada com os
descritos por Takeiti et al. (2009) foram similares para a maioria dos aminoacidos
(Tabela 4). O teor de proteina obtido para a OPN triturada foi diferente em razdo da
época do ano de colheita. Os valores foram de 32,6% para as folhas colhidas em
outubro de 2016 (OUT/16) e de 22,8% para as folhas colhidas em abril de 2017
(ABR/17), sendo a principal divergéncia entre as duas analises o residuo de lisina.
Se desconsiderarmos este aminoacido o teor proteico é igual para as duas amostras
analisadas (aproximadamente 20%). Somado a isso, outros aminoacidos também
apresentaram grandes divergéncias, foram o aspartato, prolina e leucina. Acredita-

mos que esta divergéncia deve estar ligada a época do ano de colheita. No entanto,
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independente da amostra realizada o teor de aminoacidos foi elevado, mostrando a
possibilidade de esta planta ser utilizada como suplemento proteico. O valor obtido
por nés, acima de 22,8%, esta proximo do obtido por Takeiti et al. (2009), que obteve
28,4 % de proteinas em folhas frescas. Conforme Mercé et al. (2001b), o aminoacido
lisina constituiu 5,4% do conteldo total de proteina neste vegetal (P. aculeata Mill.),
que é de 2 a 23 vezes o0 conteudo encontrado em vegetais, como couve e alface, e
em cereais, como 0 milho comum e em leguminosas, como feijdes. Segundo Almei-
da Filho e Cambria (1974), o teor de lisina em ora-pro-nobis foi de 1,153 g de lisina
por 100 gramas de massa seca, maior se comparado com couve (0,44 g/100 g), mi-
lho (0,25 g/100 g), alface (0,05 g/100 g) e espinafre (0,02 g/100 g) (ATANASOVA,
2008; EPPENDORFER; BILLEM, 1996; RODRIGUES et al., 2001). Os valores obti-
dos neste trabalho foram bem superiores, isto é 3,27 g e 13,18 g por 100 g de mate-
rial triturado. A avaliacdo do teor de aminoacidos realizada por Takeiti et al. (2009)
evidenciou que essa espécie vegetal tem o triptofano como aminoacido abundante.
Ressaltamos que na hidrdlise acida, o residuo de triptofano € totalmente degradado.

Na extracdo salina, a composicdo de proteinas extraida foi de 52 mg/g, en-
guanto a maioria das proteinas permaneceram no material sedimentado apés a ex-
tracdo (260,6 mg/g). Esse resultado também foi obtido na analise das extracdes hi-
droalcoolicas. No material sedimentado da extracdo sequencial com 30% de metanol
o valor obtido foi de 28% de conteudo proteico e 10,9% com 70% de metanol, o que
mostra que a maioria das proteinas séao do tipo fibrosas.

As quantificacdes proteicas das fracdes eluidas na coluna de extracdo em fa-
se sélida foram inferiores a OPN triturada (Tabela 4), mostrando que apesar de “lim-
par” a amostra de pigmentos, a etapa de aplicacdo em colunas de extracdo em fase
sélida possivelmente promoveu uma diminuicdo no conteudo proteico.

A eluicdo do material obtido na fase aquosa, mostrou que em 100% de sol-
vente A o teor proteico foi baixo, isto €, apenas 4,32% do material obtido era protei-
na. Esse valor aumentou para 20,8% quando a elui¢do foi de 30% de solvente B e
70% de solvente A. Ja na eluicdo da fracdo extraida com 70% metanol, teor proteico
foi o mais baixo de todos, o que mostra a polaridade intermediaria das proteinas
contidas na OPN. A composi¢cdo de aminoacidos também variou com a amostra ini-

cial e com o solvente utilizado, mostrando que as proteinas extraidas sdo diferentes.
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Tabela 4. Composicao de aminoacidos e teor proteico, em massa (ug/mg), nas diferentes fragdes de extragcdo e sedimentados retidos no filtro,
bem como dados encontrados na literatura.

* Valores de acordo com Takeiti et al. (2009) (ug/mg).

** Nao encontrado na andlise devido degradagcao em meio acido.
*** Material retido no filtro, apos o processo de filtracao.

nd — ndo determinado

XTRACAO NaCl
OPN H20 NaCl (EXTSAL1) Dados da
Triturada (EXTAGUA2) (EXTSALL) Sedimentado** Literatura*
AA ouT/16 ABR/17

Asp 25,6 14,3 4,3 3,8 27,1 17,1

Thr 8,9 10,3 2,2 1,4 13,7 10

Ser 9,2 8,4 1,6 1,7 13,2 10
Glu 32,4 34,6 9,1 7,7 53,7 26,7
Pro 6,1 46,4 3,5 3,2 8,0 111
Gly 10,8 15,2 3,1 2,5 12,8 13,1
Ala 10,5 11,2 2,4 2,0 16,1 13,6
Val 10,4 11,9 2,3 2,3 14,4 12,8
Met 0,8 15 0,1 0,3 2,9 2,30
lle 10,8 8,0 1,7 1,4 15,6 10,7
Leu 39,6 10,5 2,9 2,5 35,0 20,0
Tyr 6,9 4,7 1,1 1,8 14,7 12,1
Phe 8,9 6,4 1,2 1,7 17,0 12,7
His 3,6 1,7 0,5 0,4 6,3 59
Lys 131,8 32,7 11,0 16,0 6,9 14,3
Arg 10,2 10,6 2,7 3,0 3,2 14,4
Trp ™ nd nd nd nd nd 55,2
TEOR&I)?OTEI- 326,5 228,3 49,6 51,7 260,6 262,0

Fonte: Autora.



Tabela 5. Composicdo de aminoacidos e teor proteico, em massa (ug/mg), nos diferentes eluatos.
** Nao encontrado na andlise devido degradacao em meio acido.
nd — ndo determinado

XTRAGAO H,O 30% Metanol 70% Metanol
(EXTAGUA2) (EXT30MET2) (EXT70MET2)

AA 100% sol A  30% sol B 100% sol A 30% sol B 100% sol A  30% sol B
Asp 3,8 20,6 17,4 6,4 2,6 1,3
Thr 1,9 6,6 5,4 nd 1,3 0,8
Ser 1,4 10,9 6,7 nd 2,2 0,9
Glu 9,9 31,0 23,2 nd 5,9 2,0
Pro 2,5 18,3 4,9 6,9 1,6 1,2
Gly 2,5 12,9 6,6 6,3 2,2 0,9
Ala 2,2 9,3 5,7 10,6 1,3 0,6
Val 2,3 11,4 5,8 6,2 1,2 0,9
Met 0,3 1,6 0,8 1,4 0,3 0,1
lle 1,6 5,2 6,0 6,3 1,1 0,6
Leu 2,5 12,5 9,6 12,4 1,1 0,4
Tyr 1,1 7,9 4.4 3,9 0,7 0,6
Phe 1,2 10,2 3,7 4,7 0,7 0,8
His 0,5 2,3 1,2 1,3 0,3 0,1
Lys 8,5 27,4 7.1 11,0 2,4 3.3
Arg 1,0 20,5 9,1 7,4 13,0 0,4
Trp ™ nd nd nd nd nd nd
TEORCP(I;OTEI- 43,2 208.,4 117,6 84,7 37,8 15,0

Fonte: Autora.
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Um entendimento mais profundo dos dados obtidos requer estudos mais
aprofundados dos materiais obtidos, tais como, hidrélise parcial das proteinas, purifi-
cacao dos materiais, etc.

Visando a obtencdo de materiais mais puros e com maior teor proteico, 0s
eluatos obtidos da solugéo de 100% solucdo A da extragdo EXTAGUA2 (Figura 10)
foram submetidos a CLAE em modo semipreparativo para purificacdo dos picos mais

proeminentes. Dessa purificagcdo, 3 materiais diferentes foram obtidos (Figura 14).

Figura 14. Perfil de picos purificados da fracdo 100 % solucdo A da extracdo aquosa (EX-
TAGUA2).
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Devido a pequena massa obtida, a analise das fragbes puras nao foi conti-

nuada.

4.4 Andlises dos ensaios antimicrobianos

Nos ultimos anos, a resisténcia de microrganismos patogénicos as mdultiplas
drogas tem aumentado devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos, utilizados no
tratamento de doencas infecciosas. Essa situacdo vem despertando a necessidade
de busca de novas drogas. As plantas constituem em uma excelente fonte de subs-
tancias para novas drogas antimicrobianas, tendo em vista que a diversidade mole-
cular dos produtos naturais € muito superior aguela derivada dos processos de sin-
tese quimica (SILVA et al., 2010).

A resisténcia dos microrganismos frente aos antimicrobianos em geral vem
sendo um problema no tratamento de infec¢des. Neste sentido, os produtos naturais
ganham destague como uma fonte alternativa na busca de novos agentes antimicro-
bianos (SILVA et al., 2010). A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € considera-
da como um problema inerente a terapia antimicrobiana, por este motivo € preciso
sempre buscar novas fontes terapéuticas. Testar produtos naturais pode ser uma
medida alternativa importante para ajudar a resolver esse problema de resisténcia
(SILVA et al., 2010).

Segundo Vargas (2017), na literatura ainda n&o ha relatos de estudos envol-
vendo a andlise da concentracao inibitéria minima (CIM) para microrganismos, das
folhas de P. aculeata. Contudo, em se tratando de extratos de plantas, podem haver
variacfes nos resultados de CIM, que estédo atreladas a diferentes fatores, como o
microrganismo, a cepa utilizada, a origem, a época de coleta do vegetal e o trata-
mento das amostras, entre outras (OSTROSKY et al., 2008).

O extrato bruto da extracdo aquosa (EXTAGUAZ2), e os eluatos obtidos da
passagem em coluna de EFS com 100% solucéo A e 30% solucéo B, ndo apresenta-
ram efeito inibitorio, tanto para as linhagens de bactéria como para as linhagens de
fungos estudados para este trabalho. Estas amostras foram escolhidas por apresen-
tarem maior rendimento em massa, picos mais expressivos polares e possivelmente
proteicos.

Na Tabela 6 é possivel observar que o crescimento bacteriano foi superior na
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concentragédo de 512 pg/mL, que, segundo o protocolo CLSI (2013), indica que ne-
nhuma bactéria foi afetada pelas amostras testadas (extrato bruto da extracdo aquo-
sa (EXTAGUA2), 100% solucao A e 30% solucéo B).

Tabela 6. CIM (ug/mL) para as amostras estudadas em diferentes linhagens bacterianas.

CIM
(Hg/mL)
H20 H20
LINHAGENS BACTERIANAS H20 (EXTAGUA2) (EXTAGUA2)
(EXTAGUA2) 30% solucéo B 100% solugéo A
S. aureus (ATCC 25923) >512 >512 >512
S. epidermidis (ATCC 35984) >512 >512 >512
E. faecalis (ATCC 29212) >512 >512 >512
E. faecium (VREL16) >512 >512 >512
K. pneumoniae (ATCC 700603) >512 >512 >512
E. coli (ATCC 25922) >512 >512 >512
A. baumannii (ACI 50) >512 >512 >512

Fonte: Autora.

As plantas tém sua producdo de metabdlitos modificada sazonalmente, o
gue acarreta alteracdes na bioatividade dos mesmos, como atividade antioxidante
e antimicrobiana. Dependendo da época em que o material é coletado e analisado
(FIGUEIREDO, 2010; HUSSEIN et al., 2008; MATIAS et al., 2016), a quantidade
e/ou natureza das substancias ativas ndo € constante durante todo o ano (GOBBO-
NETO; LOPES, 2007). A variacdo da atividade, além das condi¢cdes climaticas,
também pode ser devida a diferencas no local de plantio, tipo de solo, grau de matu-
racdo, estocagem da matéria prima e métodos de analises utilizados (ROHANI-
GHADIKOLAEI et al., 2012).

Segundo Vargas (2017), apenas fracdes apolares (éter de petrdleo) dos ex-
tratos de folhas coletadas no inverno apresentaram potencial de inibicdo de cres-
cimento microbiano para Staphylococcus aureus, presumindo-se que durante o in-
verno a P. aculeata produz alguma substancia diferente capaz de inibir o cresci-
mento de S. aureus, ou, entdo, que houve variacdo na concentracdo de algum
composto, vindo a apresentar atividades antimicrobianas distintas de acordo com a
estacao de coleta do material vegetal.

Souza et al. (2016) realizaram ensaios com diferentes extratos de P. aculea-
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ta (éter de petréleo, cloroférmio e metanol), nos quais o extrato de menor polaridade
mostrou potencial antimicrobiano sobre as bactérias Bacillus cereus, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. No trabalho, em questéo, Es-
cherichia coli e Staphylococcus aureus também foram testadas com os extratos, po-
rém sem atividade antimicrobiana. Este fato pode estar relacionado aos diferentes
fatores que afetam a sensibilidade do método de analise utilizado, tais como: meio
de cultura, pH do sistema, disponibilidade de oxigénio, quantidade de inéculo e con-
dicdes de incubacgao utilizados (OSTROSKY et al., 2008). Somado a isso, ressalta-
mos que o foco deste trabalho é a obtencéo de fracBes proteicas com atividades, e
outros materiais como flavonoides e terpenos, entre outras classes de moléculas,
podem ser as responsaveis pelos resultados positivos acima colocados.

Em fungos, os testes realizados néo evidenciaram o aparecimento do halo de
inibicdo (Figura 15), mostrando que os fungos nédo sao afetados pelo extrato bruto da
extracdo aquosa (EXTAGUAZ2), nem para as fracdes de 30% solucdo B e 100% so-
lucdo A. Segundo os dados da literatura (SANTOS et al., 2011), o extrato bruto obti-
do através da maceracao com etanol 92,8% de Pereskia aculeata Mill. foi testado no
combate a formacao de biofilme nos dentes, e ndo apresentou atividade frente aos
organismos Enterococcus faecalis, Streptococcus mutans, Lactobacillus casei e
Candida albicans (patégenos bucais). Entretanto foi observado inibicdo no cresci-
mento do microrganismo Enterococcus faecalis, quando exposto a acdo do extrato
de Pereskia aculeata Mill. nas concentracdes de 0,25 g/mL e 0,50 g/mL. As analises
feitas por Vargas (2017) com Escherichia coli e leveduras Candida albicans e Candi-
da tropicalis, quando extratos obtidos por extracdes sucessivas com solventes em
ordem crescente de polaridade (éter de petroleo, diclorometano e etanol), ndo apre-
sentaram atividades antimicrobianas; reforcando a necessidade de considerar que
0s principios ativos produzidos pelas plantas sdo modificados sazonalmente (FI-
GUEIREDO, 2010; HUSSEIN et al., 2008; MATIAS et al., 2016).
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Figura 15. Ensaios antifangicos do extrato bruto da extracdo aquosa (EXTAGUA2) (2). As-
pergillus niger (A), Aspergillus flavus (B), Aspergillus fumigatus (C), Aspergillus nidulans (D)
e Aspergillus parasiticus (E). Miconazol (1) e Extrato bruto da extracdo aquosa (EXTAGUA?2)

).

Fonte: Autora.
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5 CONCLUSOES

As analises das extracfes das folhas de Pereskia aculeata Mill., popular-
mente conhecida como “gado verde”, submetidas ao CLAE, mostram a presenca de
alto teor de proteinas, corroborando com a literatura. A presenca de determinados
aminoacidos essenciais, importantes na ingestao diaria também foi identificada,
mostrando sua importancia nutricional. A variagdo do teor de aminoacidos e da
composi¢do dos hidrolisados obtidos indicam que esses podem ser influenciados
pela época do ano da colheita do material e pelas condi¢cdes onde a planta se en-
contra. Apesar dessas variacdes, os dados mostram a possibilidade do uso da
OPN como alternativa ao uso da carne como fonte primaria de proteinas.

Os ensaios bioldgicos realizados, n&o indicaram efeito antimicrobiano e anti-

fungicos das amostras de OPN testadas, para as linhagens testadas.
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