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Porque o mundo pode ser melhor.

BIOPROSPECCAO FITOQUIMICA, AVALIACAO DO POTENCIAL DA
ATIVIDADE ANTIFUNGICA ORA-PRO-NOBIS (Pereskia aculeata)
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RESUMO: A ora-pro-nobis (Pereskia aculeata) é uma hortalica ndo convencional que se destaca por
apresentar propriedades nutricionais e terapéuticas conhecidas. Suas folhas sdo ricas em vitaminas, proteinas,
fibras, minerais e metabdlitos secundarios apresentando um grande potencial bioativo. O objetivo geral deste
trabalho foi realizar a prospeccdo fitoquimica dos principais metabélitos secundarios relatados na literatura e
avaliar a atividade antiflngica in vitro de extratos preparados a partir das folhas da ora-pro-nobis cultivada na
horta da Faculdade Ciéncias da Vida. Os ensaios de prospecgao fitoquimica foram realizados segundo descrito
na literatura (BRASIL, 2019; COSTA, 2002; SIMOES et al., 2017) e, nas condicdes avaliadas, foi possivel
identificar, nos extratos testados, os ativos taninos, flavonoides e saponinas. A determinacdo da atividade
antifungica dos extratos etanolico e aquoso foi realizada pelo método da microdiluigdo (CLSI, 2017), onde foi
observado perfil de sensibilidade para Candida albicans, Cryptococcus gatti e C. neoformans quando expostas
a presenca do extrato etandlico, o que demonstra a presenca de moléculas bioativas com atividade antifingica
em Pereskia aculeata., mostrando que a ora-pro-nébis pode ter notavel aplicacdo na terapéutica de infeccdes
desta natureza.

Palavras-chave: Ora-pro-nobis; Pereskia aculeata; Bioprospec¢do; Metabdlitos
secundarios; Atividade antifdngica.

ABSTRACT: The ora-pro-nobis (Pereskia aculeata) is an unconventional vegetable that stands out for having
known nutritional and therapeutic properties. Its leaves are rich in vitamins, proteins, fibers, minerals and
secondary metabolites with great bioactive potential. The general objective of this work was to carry out the
phytochemical prospecting of the main secondary metabolites reported in the literature and to evaluate the in
vitro antifungal activity of extracts prepared from the leaves of the ora-pro-nobis cultivated in the vegetable
garden of the Faculdade Ciéncias da Vida. The phytochemical prospecting tests were performed as described
in the literature (BRASIL, 2019; COSTA, 2002; SIMOES et al., 2017) and, under the conditions evaluated, it
was possible to identify, in the tested extracts, the active tannins, flavonoids and saponins. saponins,
flavonoids, tannins. The determination of the antifungal activity of the ethanolic and aqueous extracts was
carried out using the microdilution method (CLSI, 2017), where susceptible microorganisms from Candida
albicans, Cryptococcus gatti and C. neoformans and the results indicated that the samples had relevant
antifungal potential, showing that the ora-pro-nobis can have a remarkable application in the treatment of
infections of this nature.

Key-words: Ora-pro-ndbis; Pereskia aculeata; Bioprospection; Secondary metabolites;
Antifungic activity.
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1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta a maior diversidade vegetal do mundo, no entanto, ainda existem
poucos estudos quimicos farmacoldgicos associados a nossa flora. As plantas, além de serem
utilizadas na medicina popular, séo fontes importantes de obtengdo de compostos bioativos
que sdo amplamente utilizados em indUstrias cosméticas, agricolas, de alimentos e no
tratamento de numerosas doengas (PEREIRA, 2009).

E fundamental enfatizar a importancia da bioprospeccdo de produtos naturais, e
analisar os beneficios que podem ser trazidos através da exploracdo e pesquisa de recursos da
fauna e flora, a fim de identificar ingredientes ativos para obter novos produtos e processos
em prol a comercializagdo (ALMEIDA, 2006).

O interesse na busca de substancias bioativas antimicrobianas produzidas por animais,
plantas e microrganismos vém aumentando nos ultimos tempos. Esse interesse é, em parte,
devido ao aumento do numero de microrganismos resistentes aos varios medicamentos
utilizados no tratamento de doencgas infecciosas, 0 que impulsiona estudos para o
desenvolvimento de novos medicamentos efetivos (ALMEIDA, 2006).

Nesse sentido, a pesquisa de plantas medicinais que apresentem atividade antifungica
se mostra essencialmente importante, a medida que pode levar a descoberta substancias ou
extratos que sejam eficientes no tratamento de infeccbes provocadas por esses
microrganismos. Este tipo de pesquisa, fornece dados cientificos que podem validar terapias
alternativas a serem implementadas no sistema de salde publica e auxilia na melhoria do
cenario brasileiro de pesquisa de drogas fitoterapéuticas (BRASILEIRO, 2008).

Desde modo, tem-se como problema de pesquisa: a espécie vegetal ora- pro-nobis, do
Espaco Plantare da FCV, apresenta, em sua constituicdo, quais componentes majoritarios e
exibe acdo antifungica? O estudo justifica-se uma vez que o interesse nas plantas vem
aumentando devido ao potencial de propriedades medicinais relatadas pelo uso tradicional e
que precisam ser comprovadas por estudos cientificos. A promocdo de um maior
conhecimento sobre as plantas, como a ora- pro-nobis, traz uma maior confiabilidade para a
sua utilizacéo.

O estudo partiu da seguinte hipotese: uma planta do cerrado brasileiro, rica em fibras e
sais minerais, consumida pela populacdo como alimenticia, poderia apresentar tambéem
alguma atividade medicinal, especificamente acdo antifingica, devido a existéncia de

metabdlitos secundarios bioativos em suas folhas.




O objetivo geral deste trabalho foi realizar a prospeccdo fitoquimica e avaliar a
atividade antifungica in vitro de uma espécie vegetal cultivada na horta da Faculdade Ciéncias
da Vida: a ora- pro-nobis (Pereskia aculeata). Como objetivos especificos propuseram-se
avaliar a pureza de uma amostra da droga vegetal, através da aplicacdo de ensaios de
determinacdo de umidade e cinzas; preparar extratos aquosos e etandlicos da espécie vegetal
da horta da Faculdade Ciéncias da Vida para caracterizar seu perfil quimico de componentes

majoritarios e avaliar a sua atividade antifingica in vitro.

Metodologicamente, o presente estudo adequa-se como pesquisa de campo, de natureza
descritiva e quantitativa quanto a sua abordagem, sendo elaborada a partir de pesquisa
bibliogréfica realizada em literatura especializada nas bases de dados do Google Académico,
Pubmed e Scientific Eletronic Library Online (SciElo). A parte prética relacionada ao preparo
de extratos e a prospeccao fitoquimica foi realizada nos laboratérios de Quimica da Faculdade
Ciéncias da Vida e fez-se a avaliacdo da atividade antifungica in vitro dos extratos no
laboratério de Micologia do ICB-UFMG.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Bioprospeccao fitoquimica e de atividade antifungica

A origem do conhecimento das plantas pelo homem é confundida com sua propria
historia. Ha vegetais de milénios que tém sido usados, ao longo do tempo, pelos seres
humanos no tratamento de doencas. A utilizacdo de plantas medicinais mostra melhorias na
qualidade de vida de comunidades de baixa renda por causa de sua alta disponibilidade,
moderada toxicidade, risco minimo de efeitos adversos e principalmente baixos custos em
comparacgdo com drogas alopaticas (CASTRO & FIGUEIREDO, 2019).

Estudos cientificos que associam as plantas as suas diversas propriedades medicinais,
incluindo atividades antibacterianas ou antifungicas, estdo entre 0s mais relevantes e a busca
por substancias bioativas ndo é um novo emprego na histéria da humanidade, uma vez que o
homem experimenta os recursos bioldgicos naturais disponiveis na natureza e recebe desses
recursos, novos objetos, utensilios e medicamentos para sua vida diaria (CASTRO &
FIGUEIREDO, 2019).

De acordo com Saccaro Junior (2011), a bioprospeccdo pode ser definida como a
busca sistematica de organismos, genes, enzimas, compostos, processos e partes dos seres

vivos, que tém um potencial econémico e, finalmente, o desenvolvimento de um produto.




As atividades bioprospectivas podem ser entendidas como levantamentos de recursos
bioldgicos (consistindo de produtos genéticos) e/ou derivativos (aromas, por exemplo) com
exploracdo comercial para inddstria quimica, farmacéutica, cosméticos ou alimentar. Tais
pesquisas podem surgir do acesso ao patrimdénio genético e/fora do conhecimento tradicional
associado (SACCARO JUNIOR, 2011).

Nessa mesma linha de entendimento, a bioprospecgéo se encontra expressa no Art. 7°,
Inc. VII, da MP 2.186-16/01, que a define como a “atividade exploratoria que visa identificar
elementos da diversidade genética e informacbes sobre conhecimentos tradicionais
associados, com potencial de uso comercial”. Na instdncia federal, destaca-se a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, aprovada também em 2006 por decreto
presidencial, com diretrizes e acOes para toda a cadeia produtiva de plantas medicinais e
fitoterapicos (BRASIL, 2012).

De acordo com as informacdes de Morais e colaboradores (2019), varios estudos
foram feitos para quantificar e qualificar os componentes quimicos dos extratos vegetais,
cujos efeitos benéficos de certas substancias de certas espécies, servem como um fator chave
para 0 desenvolvimento de pesquisas basicas para futuras aplicagdes desses bioativos. O
emprego de plantas medicinais € um método terapéutico/alternativo com crescente aceitacao
da comunidade cientifica, sobretudo, devido aos resultados de estudos cientificos que
comprovam a sua seguranga e eficacia (KINGHORN, 2001).

Entre os métodos de pesquisa, a analise fitoquimica preliminar se refere ao
reconhecimento de constituintes quimicos presentes na espécie. Quando ainda ndo ha estudo
quimico sobre uma espécie especifica e seus metabdlitos secundarios, a abordagem
fitoquimica preliminar atua como um método para identificar a presenca de varias classes de
metabolitos primarios e secundarios. Esse processo pode ser realizado por diferentes métodos
e solventes, resultando em uma ampla variedade de resultados (CASTRO & FIGUEIREDO,
2019).

O processo de deteccdo, informacdo da atividade farmacologica e identificacdo das
espécies medicinais nativas do Cerrado, bem como de seus constituintes bioativos, €
importante e mostra o potencial econémico e médico das plantas desse bioma (SILVA et al.,
2010).

O uso das plantas medicinais, nos paises em desenvolvimento, tem sido amplamente
observado como base normativa para a manutencdo da saude. Estima-se que, no Brasil, 40%
dos medicamentos atualmente disponiveis foram desenvolvidos através de fontes naturais
(BRASIL, 2012).




Venturoso (2011) relata que as plantas medicinais apresentam grande riqueza quimica
e representam possiveis fontes de moléculas ativas microbicidas, que podem ser usadas na
defesa das plantas contra os fitopatdgenos. Estes compostos bioativos pertencem a varias
classes de substancias quimicas, tais como alcaloides, terpenos, lignanas, flavonoides,
cumarinas, quinonas, xantonas, lactonas e esteroides, entre outras.

Os taninos constituem uma importante composicdo de 6leos essenciais, agentes
antibacterianos, antioxidantes e antifingicos. Este metabdlito estd envolvido no mecanismo
de defesa das plantas contra ataque a insetos, bactérias, fungos entre outros, ao sofrer ataque
de insetos a planta libera substancias de sabor adstringente ao paladar dos animais,
caracteristica associada as glicoproteinas salivares presentes no tanino (KUPSKA, et al.,
2014).

A pesquisa fitoquimica € considerada importante, principalmente quando todos os
estudos quimicos com espécies de interesse popular ainda ndo estdo organizados, conhecer os
compostos quimicos de espécies vegetais e avaliar sua presenca neles, identificando
metabdlitos secundarios relevantes, como marcadores quimicos de plantas medicinais no
processo de domesticacdo, na qualidade da matéria-prima médica e a perspectiva de
biodiversidade ou bioprospec¢do (SIMOES et al., 2004; MACIEL, 2002).

Estudos biomonitorados por ensaios de atividade bioldgica in vitro sdo uma tendéncia
crescente na pesquisa fitoquimica atual (HOUGHTON, 2000). Ensaios in vitro sdo o método
de escolha para monitorar o fracionamento de extratos e fragdes, pois a caréncia de facilidades
apropriadas e / ou as pequenas massas de amostra disponiveis usualmente inviabilizam
ensaios in vivo (HADACEK & GREGER, 2000).

2.2 A ora-pro-nobis

A espécie vegetal Pereskia aculeata, comumente conhecida como ora-pro-nébis,
possui propriedades farmacoldgicas e nutricionais importantes, sendo fonte de minerais como
o célcio, ferro e fosforo trazendo um potencial para o tratamento de doencas (ALMEIDA et
al., 2014). E uma hortalica ndo convencional que geralmente ndo é amplamente consumida
pelas pessoas, pois geralmente o consumidor consome as mesmas hortalicas e ndo fornece
outras opcdes para 0 seu prato, mostra auséncia de toxicidade em suas folhas e é rica em
nutrientes que a torna importante na alimentacdo humana e animal (TAKEITI, 2009).

Os estudos que avaliam sua composicdo quimica e nutricional sdo abundantes, ela
apresenta em suas folhas teores de proteina, fibras dietéticas totais, minerais, vitaminas,

carotenoides totais, entre eles o p-caroteno, licopeno, &cido oxalico, nitrato, saponinas,




compostos fendlicos e um inibidor da tripsina (GONCALVES et al., 2015). As folhas e frutos
da ora-pro-nobis sdo comestiveis, apresentando valores elevados de flavonoides e
carotenoides, com alto poder antioxidante associado a reducdo de doencas
crénicodegenerativas como céancer e doencas cardiovasculares (QUEIROZ, 2012). Foram
relatadas, na literatura, atividades anti-inflamatéria e antianémica, devido a rica composi¢cdo
em proteinas, sendo que se pode empregar a planta como auxiliar dos sistemas digestivo e
imunolégico, entre outros (ALMEIDA et al. 2014; BRASIL, 2010; QUEIROZ, 2012;
TAKEITI et al., 2009).

3 METODOLOGIA

O presente trabalho trata-se de uma pesquisa de campo, de natureza descritiva e do
tipo quantitativo quanto a sua abordagem. Foi elaborado atraves pesquisa sistematica em
artigos cientificos constantes nas bases de dados do Google Académico, Pubmed e Scientific
Eletronic Library Online (SciElo). Foram incluidos, na pesquisa, artigos publicados no
periodo de 1999 a 2020, nas linguas portuguesa e inglesa, de contetdo relacionado ao tema de
pesquisa, encontrados através da pesquisa com 0s seguintes descritores: ora-pro-nobis,
Pereskia aculeata, plantas medicinais, bioprospeccdo, prospeccdo fitoquimica, atividade
antifangica, biodiversidade brasileira, cerrado brasileiro.

A parte pratica foi desenvolvida nos meses de abril e maio de 2021. Os ensaios
relativos aos processos de obtencdo dos extratos vegetais e a prospeccdo fitoquimica dos
metabolitos secundarios descritos como majoritarios na planta em estudo foi realizada pela
discente, sob supervisdo da sua orientadora, nos laboratorios de Quimica da Faculdade
Ciéncias da Vida. A avaliacdo in vitro da atividade antifungica dos extratos etanolico e
aquoso da espécie ora-pro-nébis foi realizada pelo Professor Msc. Jodo Carlos Maia Dornelas
de Oliveira, no laboratério de Micologia do Departamento de Ciéncias Biologicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (ICB-UFMG).

3.1 Coleta e secagem do material vegetal

As folhas (100 g) do ora-pro-ndbis, Pereskia aculeata, foram coletadas na horta da
Faculdade Ciéncias da Vida (Espaco Plantare), Sete Lagoas, em mar¢o de 2021, e procedeu-
se com a sua identificacdo pelas caracteristicas das suas folhas e flores. Uma exsicata foi
preparada, se necessarias futuras identificacbes botanicas. As folhas foram higienizadas e

selecionadas quanto ao principio de integridade fisica e cor e secas a temperatura ambiente,




intercalando sombra e sol, durante 20 dias (OLIVEIRA, AKISUE & AKISUE, 2014). Para os
ensalios, utilizou-se o material vegetal previamente macerado em gral de vidro.

3.2 Ensaios de pureza

Para certificar a pureza do material vegetal, foram realizados os testes de umidade e
cinzas totais nas folhas secas e maceradas, em triplicata. Para o teste de determinacdo da
umidade empregou-se a perda por dessecacdo pelo método gravimétrico, em que se utiliza o
aquecimento de 2 g da amostra em estufa a 105°C por 2 horas, dessecacao e posterior céalculo
do teor de umidade, de acordo com a metodologia descrita na Farmacopeia Brasileira 6. ed.
(BRASIL, 2019) e em SIMOES et al., 2017. Para a determinagdo do teor de cinzas totais,
utilizou-se a incineracdo a 550°C de 2g da amostra em forno mufla por 1 hora, dessecacéo e,
em seguida, foram feitos os calculos de teor de cinzas (SIMOES et al., 2017; SIMOES et al.,
2010; BRASIL, 2019).

3.3 Bioprospecgao fitoquimica

3.3.1 Bioprospeccao fitoquimica de flavonoides

Aqueceu-se, em chapa aquecedora, até a fervura, por cerca de 3 minutos, 2 g da droga
vegetal folhas rasuradas de ora-pro-nobis com 20 mL de etanol. Esfriou-se e filtrou-se em

papel de filtro, separando o filtrado em dois tubos de ensaio e uma capsula de porcelana.

No primeiro tubo de ensaio realizou-se a reacdo da cianidina (COSTA, 2002),
juntando, ao extrato, 1 mL de HCI concentrado e 2 mg de zinco metalico e observando-se a
coloracdo formada. No segundo tubo de ensaio adicionou-se 1 gota de solugdo aquosa de
cloreto férrico (FeCls) a 4,5% e observou-se a formacdo de complexo de coloracdo escura
(SIMOES et al. 2017). Ao filtrado da capsula de porcelana, adicionaram-se cerca de 8 gotas
de solucdo etandlica de AICI; a 5%. Aqueceu-se em banho-maria até pequeno volume e

visualizou-se sob lampada UV, em comprimento de onda de 254 nm (COSTA, 2002).

3.3.2 Bioprospeccao fitoquimica de taninos

Aqueceu-se até fervura, por cerca de 3 minutos, 2g da droga vegetal com 20 mL de
agua deionizada, resfriou-se e filtrou-se em papel filtro, separando-se o filtrado em 2 tubos de
ensaio. No primeiro tubo de ensaio, foram adicionadas de 2 gotas da solu¢do aquosa de FeCl;

a 4,5%, observando-se a coloracdo formada. No segundo tubo, adicionaram-se 5 mL da




solucdo aquosa de gelatina a 2,5% contendo 10% cloreto de sodio (NaCl) e observou-se a
alteracdo de consisténcia no meio reacional (MATQOS, 1999; COSTA, 2002).

3.3.3 Bioprospeccdo fitoquimica de saponinas

A presenca de saponinas foi investigada através do ensaio qualitativo para
determinacéo do indice de espuma (SIMOES, 2010; COSTA, 2002; BRASIL, 2019). Pesouse,
em um béquer, 1 g das folhas rasuradas de ora-pro-nobis, adicionaram-se 10 mL de agua
deionizada e levou-se a decoccdo por 30 minutos. Transferiu-se para tubos de ensaio
(triplicata) e agitou-se 30 segundos, deixando em repouso por 15 minutos, quando marcou-se
a altura da espuma com caneta. A reacgdo é positiva se é observada espuma persistente de pelo

menos 1 cm e negativa no caso de desaparecimento da espuma.

3.4 Obtencao dos extratos vegetais para a avaliacéo de atividade antifungica in

vitro

Os extratos aquoso e etandlico da hortalica ora-pro-nobis foram preparados sob
aguecimento em chapa aquecedora a 60°C, por 10 minutos, solubilizando-se 10 g das folhas
da planta trituradas em agua destilada e alcool etilico a 70%, respectivamente, perfazendo
uma concentracdo de 10% para ambos extratos (BRASIL, 2019). Os extratos foram filtrados

em papel de filtro e armazenados em frascos de vidro ambar hermeticamente fechados.

3.4.1 Avaliacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A susceptibilidade das linhagens de Candida sp. e Cryptococcus sp. foi realizada
segundo o documento M27-A3 do método de microdiluicdo em caldo proposto pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI) para determinacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM) (CLSI, 2017). Os antifungicos e preparo das solucdes estoque foram
determinadas as CIMs para o antifungico fluconazol (FCZ; Sigma-Aldrich). Solucdo estoque
foi preparada na concentracdo de 5000 pg/mL e o FCZ foi solubilizado em agua destilada
estéril (CLSI, 2017). A solucéo estoque foi, posteriormente, diluida em meio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich) para atingir as concentrac6es estabelecidas para o ensaio de determinacdo da
CIM.

3.4.2 Diluicao dos extratos vegetais

Inicialmente, foram obtidas solu¢bes na concentracdo de 10% de extrato aquoso e
extrato alcdolico de Pereskia aculeata (ora-pro-nobis) (CSLI, 2017). Posteriormente, na

diluicdo dos extratos vegetais, foi utilizado o meio RPMI 1640 como diluente. DiluigOes




seriadas foram realizadas de forma que, ao final, fossem obtidas concentragcdes dos dois

extratos que variassem de 10% (v/v) a 0,019% (v/v).

3.4.3 Preparo das placas

Os testes de susceptibilidade foram realizados em placas de microdiluicdo de 96 pocos
de fundo chato. Foram testadas concentracfes do antifiingico que variou entre 256,00 a 0,50
ug/mL para FCZ e de 10% (v/v) a 0,019% (v/v) para 0S extratos vegetais. Em seguida,
aliquotas de 100uL de cada concentracdo foram distribuidas nos pogos da placa de

microdiluicao.

3.4.4 Preparo dos indculos

Amostras de Candida albicans, Cryptococcus gatti (R265) e Cryptococcus
neoformans (28957 e H99) foram previamente cultivadas por 48 horas a 35 °C. Apo0s este
periodo, coldnias fungicas foram suspensas solugdo salina estéril e o indculo fangico foi
ajustado para a concentracdo de 1 x 10° a 5 x 10° células/mL em espectofotometro. Diluicbes
de 1:50 seguida de dilui¢cGes de 1:20 do indculo inicial em RPMI 1640 foram realizadas, de
maneira a atingir uma concentracdo final de 1 x 10° células/mL (CLSI, 2017). A distribuicdo
dos inoculos estabeleceu a seguinte disposi¢cdo: uma coluna foi reservada para a inoculacao de
um controle de crescimento (CC) (RPMI + inoculo) e outra coluna para o controle de
esterilidade (RPMI) (Figura 1). Nas demais colunas foram adicionadas as suspensdes dos

indculos com a solugdo do composto e extratos vegetais associados ao RPMI 1640.

Distribuicdo decrescente das concentracoes
dos antifiungicos (pug/mlL)

Figura 1. Esquema de um teste de concentracdo inibitéria minima dos compostos antifiingicos e extratos vegetais
em placa de microdilui¢do de 96 pogos. A numeragdo de 2 a 11 indicam as concentragdes, que podem variar de acordo com o
agente antifingico e extratos vegetais. Os nimeros 1 e 12 representam, respectivamente, o controle de crescimento (CC) e o
controle de esterilidade (CE).
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Aliquotas de 100uL do in6culo foram distribuidas em cada pogo da placa de
microdiluicdo (CLSI, 2017). Por fim, as placas foram incubadas a 35 °C por 72 horas para

posterior leitura e andlise. O ensaio foi realizado em duplicata técnica.

3.4.5 Leitura e interpretacdo da concentracgdo inibitéria minima (CIM)

A leitura da CIM foi realizada pela observacéo visual, apds 72 horas de incubacgdo a
35°C, comparando o controle de crescimento da levedura com o crescimento observado nos
outros pocos com as diferentes concentracfes de antifungicos e extratos vegetais (CLSI,
2017). Nesse contexto, a CIM foi determinada considerando-se as menores concentragdes que
inibiram 80% do crescimento fangico para FCZ e de 100 % para 0s extratos vegetais apos o
tempo de incubacdo (CLSI, 2017).

4 ANALISE DE DADOS
4.1 Ensaios de pureza

O ensaio gravimétrico para a determinacdo do teor de umidade, realizado através da
perda por dessecacdo, é preconizado pela F. Bras. 62 edicdo (2019) e foi realizado para
assegurar a qualidade do processo de secagem realizado. A Tabela 1 apresenta os valores de
percentual de umidade obtidos, em triplicata, para as folhas de ora-pro-ndbis, e verifica-se que
0 teor médio de umidade da amostra (8,11%) atende as especificacBes farmacopeicas que
ditam que, quando nédo especificado de forma diferente na monografia especifica da planta, o
limite se encontra entre 8 e 14% (BRASIL, 2019). ALMEIDA et al. (2014) e TAKETI et al.,
(2009), ao estudarem a mesma espécie vegetal, encontraram valores de umidade dentro das
especificagdes, destacando que isso influencia na qualidade da erva, demonstrando a
eliminacdo de fatores antinutricionais, preservando suas caracteristicas fisico-quimicas e

diminuindo seu processo oxidativo.

Tabela 1 — Teste de determinacdo do teor de umidade por perda por dessecacdo

ENSAIO DE UMIDADE - perda por dessecagdo

Massa béquer ~ Massa Amostra Massa %
vazio (g) (9) Massa béquer
amostra  umidade
apos o ensaio (g) dessecada (g)
31,2669 1,398¢ 32,5529 1,286 8,01
2 35,9009 1,458¢ 37,2299 1,329 8,84

3 31,2179 1,3379 32,4549 1,237 7,48
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Média 1,284 8,11

Obs. calculo do % umidade = massa dessecada/massa inicial.100 = x; 100 — x = % umidade. Fonte:
Autoria propria, 2021.

A Tabela 2 apresenta os resultados da determinacdo do teor de cinzas totais, realizada

em triplicata, de acordo com o preconizado pela F. Bras. 6. ed. (2019).

Tabela 2 — Teste de determinacao do teor de cinzas totais

ENSAIO DE CINZAS TOTAIS

Massa cadinho Massa Amostra Massa cadinho  Massa % cinzas
vazio (g) (9 apos o ensaio (g)  cinzas (g)
1 28,0169 1,044g 28,2189 0,202 19,35
2 29,8509 1,001g 30,0309 0,18 17,9
3 23,3009 1,026g 23,5359 0,235 22,9
Meédia 0,206 20,05

Obs. calculo da % cinzas = massa dessecada/massa inicial.100. Fonte: Autoria propria, 2021.

Foi obtido um valor médio de 20,05% de cinzas, fora das especificacdes
farmacopeicas (2 a 3%), mostrando um indicativo de adulteracdo mineral ap0s a queima da
matéria organica. No entanto, no caso do ora-pro-nébis, relata-se que as folhas possuem um
residuo mineral fixo alto (21,0%), que indica que a mesma pode ser uma fonte importante de
minerais para 0 organismo humano, como o célcio e o ferro, evidenciando seu valor
nutricional (KINUPP & BARROS, 2008; QUEIROZ, 2012).

4.2 Bioprospecc¢ao Fitoquimica

Nas analises para identificacdo de compostos fenolicos (taninos e flavonoides) foi
constatada, com a adicéo de FeCls, a cor azul esverdeada nas solucGes extrativas (Tabela 3), a
qual indica a presenca de taninos e flavonoides, segundo RAJU et al. (2007) e TAKEITI et al.
(2009). A mudanca na coloracdo da amostra demonstra a presenca dos mesmos. Com relacdo
ao teste com a gelatina para constatar a presenca de taninos (BRASIL, 2021), verificou-se
uma turbidez no extrato da planta, o que confirma a presenca deste metabdlito nas folhas de
Pereskia aculeata. De acordo com a literatura (SIMOES et al., 2010; BESSA et al., 2013;
LUZ et al., 2014, BRASIL, 2021), os taninos sdo substancias capazes de precipitar proteinas,
como a gelatina, através de formacdo de interacfes intermoleculares do tipo ligacdo de
hidrogénio, o que provoca a turbidez da solucéo.

A tradicional reacdo de cianidina consiste na reducdo dos compostos flavonicos

amarelos até cianidinas, que sdo avermelhadas, caracterizando flavonoides em extratos
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vegetais. Dependendo da sua estrutura quimica, cada classe de flavonoide vai apresentar uma
reacdo prépria por acdo do zinco metalico em presenca do HCI concentrado, que libera o gas
hidrogénio (H,), que é o agente redutor dos flavonoides. Constatando a presenca de
flavonoides na amostra de ora-pro-nébis em estudo, observou-se, neste ensaio, 0
desenvolvimento de cor que variou do réseo ao avermelhado (Tabela 3). Segundo os autores
Costa (2002), Vieira et al. (2019) e Garcia et al. (2019), a Pereskia aculeata apresenta-se
positiva a reacdo de cianidina, mostrando flavonoides, o que corrobora os resultados
encontrados.

No teste com cloreto de aluminio (AICIs), para identificacdo de flavonoides,
observouse, ap0s exposicao do extrato a luz UVjs4, uma fluorescéncia amarela-esverdeada
que se intensificou a medida que foi adicionado mais AICl; a amostra. Este ¢ um ensaio
classico sugerido por HARBORNE, em 1954, para identificar a presenca de certos
grupamentos quimicos em flavonoides a partir da complexagdo com este reagente (MABRY
et al., 1970).

No intuito de avaliar a presenca de saponinas, observou-se a formacdo de espuma
persistente e abundante nos trés tubos que foram agitados e, sequencialmente, ficaram em
repouso por 15 minutos, o que demonstrou a presenca deste metabdlito secundario no extrato
vegetal. De acordo com Matos et al. (1997), a presenca persistente de espuma de
aproximadamente 1cm de altura indica que a amostra possui saponinas em sua composicao.

Os resultados das pesquisas de flavonoides, taninos e saponinas nos extratos de

orapro-ndbis estdo sumarizados na Tabela 3, a seguir.

Tabela 3 — Resultados dos ensaios de bioprospeccéo fitoquimica

REAGENTES (ENSAIOS)

CLASSES DE _ _
METABOLITOS FeCl, AlCl; Reacdo da Prempﬁa_géo Indice de
PESQUISADOS Cianidina (HCI | dagelatina espuma

+ Zn metalico) salgada
Flavonoides + (complexo + + NA NA
azulado) (fluorescéncia | (aparecimento de
amarela) cor vermelha na
solugao)
Taninos + (complexo NA NA + (turvagao) NA
azulado)
Saponinas NA NA NA NA + (espuma
persistente
nos 3 tubos)

Legenda: + = presenca do metabolito na amostra; NA = Néo se aplica. Fonte: Autoria prépria, 2021.
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4.3 Potencial da atividade antifiingica dos extratos vegetais de ora-pro-nobis

O método de microdiluicdo em caldo proposto pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) considera a relacdo entre a propor¢do de crescimento do
microrganismo desafiado no meio liquido e a concentracdo da substancia ensaiada fornecendo
resultados quantitativos.

No presente estudo, observou-se que a CIM do extrato etandlico foi reduzida em
comparacdo aos controles (Fluconazol e etanol utilizado para obtencdo do extrato etandlico)
indicando que as linhagens fungicas utilizadas no ensaio apresentam susceptibilidade a algum
composto existente neste extrato vegetal, conforme apresentado na Tabela 4. Com relacéo ao
extrato aquoso ndo foi observada acdo antifingica em nenhuma concentracdo testada frente
aos microrganismos, 0 que permitiu o crescimento das células leveduriformes. Além disso, 0s
isolados foram sensiveis ao fluconazol, como ja era esperado (Tabela 4).

Nesse trabalho, mostrou-se que C. albicans, C. gattii e C. neoformans foram sensiveis
a algum composto existente no extrato etanolico de ora-pro-nobis o que deve ser mais
explorado, devido o extrato etanolico obtido de folhas dessa planta conter flavonoides, taninos
e saponinas. De acordo com HAGGAG et al. (2017), estes compostos sdo comumente
descritos na literatura devido suas atividades bioldgicas ja conhecidas, tais como atividade
antiviral, antitumoral antifungica e antibacteriana. Analise fitoquimica realizada por Lobo et
al. (2013) demonstrou a presenca de flavonoides em extrato etandlico do rizoma de Typha
domingensis Pers, sendo esta substancia sugerida como provavel fungicida contra leveduras
patogénicas, uma vez que a atividade antifungica ja foi demonstrada para diferentes
flavonoides. Este dado corrobora com os resultados obtidos no presente estudo, uma vez que
0 extrato etanolico demonstrou atividade antifungica e a planta produz flavonoides entre
outros compostos em seu metabolismo.

A busca por novos agentes antifungicos se mostra extremamente importante uma vez
que o surgimento de linhagens fungicas resistentes ao fluconazol tem despertado preocupacao
com relacdo a salde humana e interesse pela busca de novas moléculas bioativas (SIONOV et
al., 2012) o que demonstra o potencial de Pereskia aculeata para prospeccdo e obtencdo de
novas moléculas com atividade antifingica ainda desconhecidas. Segundo Lobo et al. (2013),
0 numero restrito de antifingicos atualmente disponiveis e o aumento observado na
resisténcia dos microrganismos a estas moléculas levam a um crescente interesse busca de
novas substancias possuam diferentes mecanismos de acdo em relacdo aos antifiingicos

atualmente utilizados.
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Tabela 4 — Determinagdo da concentracdo inibitoria minima (CIM) para fluconazol, etanol e extratos vegetais de
ora-pro-nabis.

CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)

Linhagem Extrato etandlico Etanol Extrato aquoso Fluconazol
C. albicans 0,1 0,3 >5 64
C. gatti (R265) 0,03 0,06 >5 4
C. neoformans (28957) 0,1 0,3 >5 0,5
C. neoformans (H99) 0,03 0,1 >5 4

Fonte: Autoria propria, 2021.

CONSIDERAGCOES FINAIS

A droga vegetal empregada neste trabalho, folhas de ora-pro-nobis, cultivadas no
espaco Plantare, a horta da FCV, foi avaliada quanto a sua pureza, o que permitiu verificar
que o processo de secagem foi feito de forma adequada, pois o teor de umidade esteve dentro
das especificagbes e que a porcentagem alta de cinzas obtida pode ser devido a alta
concentracdo de minerais presentes nesta planta alimenticia ndo convencional (PANC), que é
bastante empregada devido ao seu alto contetdo proteico.

Os principais metabdlitos secundarios bioativos relacionados para a espécie, na
literatura, foram também identificados nesta pesquisa, confirmando o potencial da planta para
utilizacdo como medicinal. O extrato etanolico obtido das folhas mostrou importante
atividade antifdngica in vitro, sendo mais ativo que a substancia usada como referéncia no
ensaio, frente a todas as cepas testadas, o que possibilita concluir que esta planta demanda
estudos futuros visando aprofundar os ensaios para confirmacao de sua atividade antifingica.

Esta pesquisa apresentou, como fatores limitantes, o pequeno tempo para realiza¢éo
dos ensaios experimentais, devido a permissdo de uso restrito dos laboratorios devido a
pandemia de COVID-19, o que permitiu a caracterizacdo apenas dos metabolitos descritos na
literatura como majoritarios para a espécie. Em consequéncia disso, 0s ensaios de atividade
biologica foram realizados apenas com duas cepas de fungos.

Como perspectivas futuras, o trabalho apresenta a possibilidade de bioprospec¢do de
outras classes de metabdlitos presentes e doseamento dos metabolitos ja identificados,
realizacdo de novos ensaios de atividade antifingica in vitro, empregando cepas fungicas

diferentes e menor concentracdo da amostra, para estabelecer a concentragdo inibitoria
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minima e, ainda a realizacdo do ensaio de atividade em modelo animal, empregando

camundongos.
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