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Resumo

A espécie Pereskia aculeata Miller (CACTACEAE) conhecida popularmente como Ora-
pro-nobis, ¢ considerada uma hortalica nao convencional, apresentando alto teor de
mucilagem e sendo popularmente aplicada em casos de queimadura para a cicatrizagdo e
em processos inflamatorios. Existem poucos estudos sobre sua constituicao fitoquimica,
esses se limitando as folhas. Estudos biologicos indicam uma promissora atividade
antioxidante. O presente trabalho foi dividido em dois capitulos para melhor
entendimento. No primeiro, extratos de P. aculeata foram avaliados quanto a viabilidade
celular, atividade antioxidante e antiglicante, e um estudo fitoquimico foi realizado com
a particdlo em hexano (PHEX). Dentre as metodologias executadas foi realizada
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas (CG-MS), o doseamento de
fenois e flavonoides, bem como a atividade antioxidante que foi mensurada por diferentes
metodologias. O potencial antiglicante foi avaliado pelo teste de glicagdo com os agucares
frutose e glicose. Para mensurar a viabilidade celular foi usado o MTT. Com relacao aos
resultados, 12 substancias foram identificadas em PHEX e pode-se observar a presenca
de fendis e flavonoides em maior quantidade nas amostras em diclorometano (PDCM) e
em acetato de etila (PAcEt). A atividade antioxidante se mostrou promissora para as
amostras, porém de maneiras diferentes entre si, pois os métodos utilizados podem
detectar caracteristicas varidveis. Com relacao a atividade antiglicante, as amostras PHEX
e PAcEt se mostraram mais eficientes frente aos agtcares utilizados, quando em maiores
concentragdes. As amostras ndo se mostraram citotoxicas frente as linhagens de células
L1929 e HaCaT. No segundo capitulo, duas formulagdes contendo PHEX (INFLATIV),
nas concentracdes de 6% e 12%, foram submetidas ao estudo de estabilidade acelerado
seguindo legislagdo preconizada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA). Ambas formulagdes apresentaram pouca variagao em relacao
ao pH e densidade, porém ao longo do estudo amostras apresentaram crescimento
microbiano, ndo sendo possivel dar continuidade. No entanto, na avaliagdo quimica de
quantificagdo do fitol, presente no extrato e quantificado nas formulagdes, apenas
INFLATIV 6%, armazenado em baixa temperatura, apresentou estabilidade no periodo

de trés meses.

Palavras-chave: potencial antioxidante, potencial antiglicante, estudo da estabilidade,

MAPA.



ABSTRACT

The species Pereskia aculeata Miller (CACTACEAE) popularly known as Ora-pro-
nobis, is considered an unconventional vegetable, presenting a high mucilage content and
being popularly applied in cases of burn for wound healing and to treat inflammatory
process. A few studies about phytochemical constitution are limited to the leaves.
Biological studies indicate a promising antioxidant activity. The present work was
divided in two chapters for a better understanding. In the first chapter, the cell viability,
antioxidante and antiglicant activities were evaluated against P. aculeata extracts. The
phytochemical studies were perfomed to the hexane partition (PHEX). Among the
methodologies performed it was made a gas chromatography coupled to mass
spectrometer (GC-MS). Antioxidant activity were measured by different methodologies.
The antiglicant potential was evaluated by the glycation test with fructose and glucose
sugars. MTT was used to measure cell viability. Regarding the results, 12 substances were
identified in PHEX and the presence of phenols and flavonoids in the samples in
dichloromethane (PDCM) and in ethyl acetate (PAcEt) can be observed. The antioxidant
activity was promising for the samples, but in different ways among them, since these
methods can detect distinct characteristics. At the higher concentrations, with both sugars
used, PHEX and PAcEt were efficient in the antiglicant activity. The samples were not
cytotoxic. In the second chapter, two formulation containing PHEX (INFLATIV), in the
concentrations of 6% and 12%, was submitted to a accelerated stability study following
legislation recommended by the Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). Both formulations showed little variation in relation to pH and density, but
throughout the study samples were microbiologecally contaminated, not being possible
to continue the studies. However, in the evaluation of phytol quantification, only

INFLATIV 6%, stored at low temperature, showed stability in the period of three months.

Keywords: antioxidante potential; antiglicant potential; stability study; MAPA.
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO FITOQUiMICA E ATIVIDADES
ANTIOXIDANTE E ANTIGLICANTE DE Pereskia aculeata Miller
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais ¢ relatado desde os tempos mais remotos na
prevencdo e no tratamento de doengas fisicas e mentais. Hoje essa pratica ¢ também
empregada como recurso na medicina alternativa em todo mundo, sendo conhecida como
medicina complementar ou étnica (CARNEIRO et al., 2014; YUAN et al., 2016).

Segundo a legislagdo vigente, planta medicinal ¢ toda espécie vegetal,
cultivada ou ndo, utilizada com propositos terapéuticos (BRASIL, 2014). Com base nesse
principio, novos estudos vém sendo realizados com o intuito de avaliar o verdadeiro efeito
das plantas medicinais na promog¢ao da saide ou prevengdo de fatores de risco para
diversas doencas cronicas, como diabetes, doengas cardiovasculares, dislipidemias,
hipertensao, sindrome metabdlica, entre outras (YUAN et al., 2016).

Dentro do contexto de doengas ¢ disturbios cronicos, estudos relacionados ao
estresse oxidativo vem sendo realizados pois, a longo prazo, a produgdo excessiva de
espécies reativas pode sobrecarregar o sistema de defesas antioxidantes do organismo
promovendo peroxidacao lipidica, danos ao DNA e proteinas e, consequentemente levar
a lesdao e morte celular (ASADI et al., 2011).

Relacionada a indugdo do estresse oxidativo, podemos incluir o processo de
glicacdo, que favorece a geragdo de radicais livres, alteragcdes morfofuncionais e aumento
da expressao de mediadores inflamatorios (ASADI et al., 2011; BARBOSA; OLIVEIRA;
SEARA, 2008). A glica¢dao ¢ uma reagdo nao enzimatica que ocorre por meio da ligagao
entre agucares redutores, como frutose e glicose, e proteinas, lipidios ou acidos nucleicos,
produzindo os produtos de glicacdo avang¢ada (AGEs, do inglés Advanced Glycation End-
Products). O acumulo de AGE est4 relacionado com o dano oxidativo nos tecidos,
exercendo fungdo importante no processo natural do envelhecimento e contribuindo para
0 aparecimento ou agravamento de diversas doencas cronicas desenvolvidas a longo
prazo como diabetes, aterosclerose, artrite, osteoporose, doenca de Alzheimer e o
envelhecimento cutaneo (ASADI et al., 2011; BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008;
TORRES et al., 2018).

No intuito de avaliar extratos vegetais e derivados, o grupo de pesquisa do
Laboratorio de Produtos Naturais Bioativos (LPNB) do Departamento de Bioquimica da
Universidade Federal de Juiz de Fora, desenvolve pesquisas relacionadas a busca de

novas moléculas bioativas e a elaboracao de produtos finais acabados.
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Neste contexto, dada a importancia dos efeitos fisiologicos e patologicos
decorrentes do estresse oxidativo e do acumulo de AGES, este trabalho traz uma
abordagem avaliativa do potencial antioxidante e antiglicante da espécie Pereskia
aculeata Miller (Cactaceae), com o biomonitoramento de suas particdes, bem como o
estudo da viabilidade celular, afim de contribuir com o conhecimento sobre o uso seguro

dessa espécie.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 METABOLITOS SECUNDARIOS

No passado, os metabolitos especiais ou secundarios (MS) eram
erroneamente referidos como compostos sem fun¢ao na manutengao dos processos vitais
das plantas. Hoje se sabe que sdo importantes compostos envolvidos no desenvolvimento,
crescimento e defesa, regulando a interagdo entre a planta e o meio ambiente. A producao
desses metabolitos estd relacionada com o estresse que a planta sofre em seu habitat, como
alternancia de temperatura, umidade, intensidade luminosa, fornecimento de agua,
minerais, CO> e ataque de herbivoros e patégenos (GANDHI; MAHAJAN; BEDI, 2015;
GKOGKOLOU; BOHM, 2012; NCUBE; VAN STADEN, 2015; RAMAKRISHNA;
RAVISHANKAR, 2011).

A sintese dos MS acontece a partir dos produtos do metabolismo priméario mediante
conversdoes enzimaticas € mecanismos sistematicos altamente organizados. A glicose
originaria da fotossintese dard origem a acetil coenzima A (acetil-CoA) e ao acido
chiquimico, que através de reagdes e vias especificas ddo origem aos mais diversos
metabolitos especiais, como o0s terpenos, compostos fendlicos (ligninas, flavonoides,
cumarinas € taninos) e aos compostos nitrogenados (alcaloides e glicosideos
cianogénicos) (Figural), reforcando a ideia da existéncia de redes coordenadas na
interface dos dois metabolismos(GANDHI; MAHAJAN; BEDI, 2015; NCUBE; VAN
STADEN, 2015; RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011).

Todas as plantas produzem MS, contudo essa produgdo ¢ restrita e
relacionada a grupos especificos de plantas taxonomicamente relacionadas, contribuindo
para os odores, sabores e cores especificos das plantas. Porém, a producdo destes
compostos ¢ frequentemente baixa (menos de 1% em peso seco) e dependente da fase
fisiologica e de desenvolvimento da planta (RAMAKRISHNA; RAVISHANKAR, 2011;
WINK et al., 2010).
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Figura 1 - Esquema simplificado da formagao de metabdlitos especiais (secundarios)

envolvendo os precursores € vias biosintética.
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Fonte: Simoes et al (2017)

Os MS sdo uma classe de fitoquimicos que exibem uma grande diversidade
quimica, atraindo a atencdo para suas atividades bioldgicas naturais e farmacoldgicas com
fins medicinais, nutritivos e cosméticos. Estima-se que no periodo de 2000 a 2015
aproximadamente 34% das novas drogas presentes no mercado farmacéutico sdo
derivadas de plantas (ALVES et al., 2014; GANDHI; MAHAJAN; BEDI, 2015;
NEWMAN; CRAGG, 2016).

No entanto, ¢ necessaria atengdo ao uso de plantas medicinais, pois apesar
dos efeitos benéficos, os MS presentes nas plantas podem apresentar efeitos toxicos,
genotoxicos e/ou carcinogénicos, sendo necessarios estudos citotdoxicos e toxicologicos
in vitro ¢ in vivo dos extratos de plantas, afim de determinar condi¢des efetivas e seguras

para o seu uso (SIMAO et al., 2015).
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2.2 AFAMILA CACTACEAE

A Familia Cactaceae faz parte das Angiospermas e compreende 128 géneros
e 1450 espécies de distribui¢ao quase exclusiva do continente americano, com algumas
espécies do género Rhipsalis que se encontram no continente africano. Esta dividida em
quatro subfamilias (Pereskioideae, Opuntioideae, Cactoideaec e Maihuenoideae) sendo
que apenas as trés primeiras ocorrem no Brasil (BRAVO FILHO et al., 2018; FLORA
DO BRASIL 2020, 2018).

Dentro das quatro subfamilias conhecidas ha outra divisao quanto ao géneros,
em que a maior das subfamilias ¢ a Cactoideae com 7 tribos, subdividas em géneros:
Cacteae, Cereeae, Echinocereeae, Hylocereeae, Notocacteae, Rhipsalideae e
Trichocereeae,; em segundo lugar encontramos a Opuntioideae com 2 tribos, Opuntieaee
Cylindropuntieae,; ja as subfamilias Pereskioideae e Maihuenioideae tem um género
representando cada (BARCENASA; YESSONB; HAWKINS, 2011).

No territorio brasileiro sdo reconhecidos 39 géneros e 261 espécies, dos quais
14 géneros e 188 espécies sdo endémicas, com grande porcentagem de espécies
ameagadas de extingdo (BRAVO FILHO et al., 2018; FLORA DO BRASIL 2020, 2018).
Os géneros reconhecidos como os maiores sdo Rhipsalis, Pilosocereus ¢ Melocactus
(LIMA, 2012).

Com distribuicdo em todo territério nacional, podendo ser encontradas em
uma vasta diversidade de clima, solo e ecossistemas, as Cactaceas apresentam dominio
fitogeografico nas regides da Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e
Pantanal (Figura 2)(BRAVO FILHO et al., 2018; FLORA DO BRASIL 2020, 2018). O
Brasil abriga o terceiro centro de diversidade das cactaceas, sendo o México e sul dos
Estados Unidos o mais significativo e a regido dos Andes que inclui a Bolivia, Argentina
e o Peru ficando em segundo lugar (CARNEIRO et al., 2016).

Estudos mostram que no estado do Rio de Janeiro sdo encontradas 45 espécies
pertencentes a 13 géneros, sendo Rhipsalis o género mais representativo (MORAES et
al., 2005), ja no estado de Sergipe foram identificados o uso de 11 espécies referente a 5
géneros distintos, sendo mais citado o género Melocactus (BRAVO FILHO et al., 2018).
No estado da Paraiba ha registro de identificagdo de 6 géneros e 13 espécies nativas
(LIMA, 2012). No estado do Rio Grande do Sul foram identificados 11 géneros e 65
espécies (CARNEIRO et al., 2016).
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Figura 2 - Distribuicao geografica da familia Cactaceae no Brasil
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Fonte: Plano de acdo Nacional para conservagdo das Cactaceas, Silva et al (2011)

Dentre as caracteristicas marcantes dessa familia esta a grande diversidade de
habitos, sendo atribuidas variadas formas desde pequenos arbustos até grandes arvores.
As cactaceas sdo em geral plantas perenes, xerofiticas e suculentas, adaptadas as regides
semiaridas, com habitos diversos. O caule ¢ suculento e fotossintetizante, com morfologia
variada. Possuem aréolas de onde emergem flores, espinhos, folhas, frutos € novos ramos.
Quando presentes as folhas sdo suculentas, alternadas, laminares, cilindricas, podendo ser
deciduas ou ausentes. Com flores vistosas € em sua maioria solitarias. Frutos suculentos,
globosos a turbinados, polpa que pode apresentar colorido vistoso, com sementes
numerosas (FREITAS, 1990; LIMA, 2012; MORAES et al., 2005; FLORA DO BRASIL
2020, 2018).

A familia Cactaceae apresenta importante valor socioecondmico € usos
tradicionais importantes em todo mundo, uma vez que pode ser utilizada na alimentagao,
na medicina popular, como forragem para animais € em cerimonias religiosas. De forma
indireta, algumas espécies de Opuntia abrigam um inseto, o Dactylopius coccus, que
produz o acido carminico utilizado como corante natural para tingir tecidos, cosméticos,
tintas e alimentos, tendo valor econdmico-industrial muito valioso. Flores de Disocactus
flagellifirmis, em infusdo, sao utilizadas no México no controle de infec¢des cardiacas.
No Nordeste podem ser utilizadas na producao artesanal de cachimbos, na fabricagao de
portas, janelas, caibros e ripas e como enchimento para almofadas e cangalhas. Em
regides diversas no mundo as espécies Hylocereus spp., Pereskia aculeata, P. guamacho

sp., Selenicereus setaceus e Stenocereus spp., entre outras, sdo muito consumidas na
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alimentagdo humana. A exploracdo do comércio ornamental acontece principalmente na
Europa, Asia e América do Norte, pois algumas espécies apresentam belas flores, sendo
cultivadas e colecionadas para ornamentacdo de residéncias, pragas e jardins (ARIAS;

VELIZ-PEREZ, 2006; BRAVO FILHO et al., 2018; LIMA, 2012; MORAES et al., 2005)

2.3 0 GENERO Pereskia

E o tnico género pertencente a subfamilia Pereskioideae, possuindo 17
espécies ja descritas (LEUENBERGER, 2008) das quais 9 sdo encontradas no Brasil
(Pereskia aculeata Mill., Pereskia aureiflora Ritter, Pereskia bahiensis Giirke, Pereskia
bleo (Kunth) DC., Pereskia grandifolia Haw, Pereskia nemorosa Rojas Acosta, Pereskia
sacharosa Griseb., Pereskia stenantha Ritter, Pereskia violacea (LEUENBERGER,
2008; ZAPPI; TAYLOR, 2018). E um género de distribui¢do neotropical, esta
representado por varias espécies endémicas do Brasil, além de outras com distribuicao
limitrofe (P. nemorosa, P. sacharosa). Além destas, P. bleo, uma espécie originaria do
Caribe ¢ cultivada no Nordeste do Brasil (ZAPPI; TAYLOR, 2018).

Com distribui¢do geografica no Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceard, Maranhao,
Pernambuco, Rio Grande do Norte, Sergipe), Centro-Oeste (Goias, Mato Grosso do Sul,
Mato Grosso), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo) e Sul
(Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina), apresentam dominios fitogeograficos nas
regides da Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal (Figura 3)(ZAPPI;
TAYLOR, 2018). Espécies de Pereskia estdo distribuidas por dois ter¢os do norte da
América do Sul até a Mesoamérica e o Caribe. Sao cultivadas em muitos paises tropicais
e subtropicais, com origem na regido entre o Brasil e 0 México, América do Sul e América
Central (ZAREISEDEHIZADEH; TAN; KOH, 2014). Alguns autores relatam a
possibilidade do género e a familia dos cactos terem surgido na Mesoamérica e no Caribe

(BUTTERWORTH; WALLACE, 2005).
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Figura 3 - Distribuicao geografica do género Pereskia no Brasil
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Fonte: Flora do Brasil 2020, 2018

Relatado como um dos membros mais primitivos, os membros do género
Pereskia, ndo se parecem muito com outros tipos de cactos por causa de folhas
substanciais e hastes finas. Podem ser arvores e arbustos que variam de 2 a 10 m de altura,
com folhas largas e bem desenvolvidas, por vezes suculentas, com caules bem
desenvolvidos. Numerosos segmentos florais terminais solitarios ou proliferando a partir
do receptiaculo umas das outras, dispostos em cimeiras. Fruto solitario ou formando
agregados, globoso ou turbinado, polpa translucida ou opaca. Apresenta poucas sementes.
Apesar da padronizagao do género Pereskia ser muito util para identificagao das plantas,
ela também subestima as potencias diferencas entre o género, fazendo com que uma
perspectiva alternativa que ressalte a diversidade ecoldgica, morfologica e anatomica que
¢ encontrada em Pereskia seja fundamental (BUTTERWORTH; WALLACE, 2005;
EDWARDS; NYFFELER; DONOGHUE, 2005; FARAGO et al., 2004).

P. bleo ¢ um arbusto espinhoso que pode atingir de 2 a 8 m, possui flores
vermelho alaranjadas que se abrem no fim da tarde e duram apenas um dia. Suas folhas
sdo usadas popularmente para dor gastrica, dor de cabeca, pressao alta, hemorroidas e
dermatite atopica. Popularmente uma pasta € preparada para o alivio de dor em feridas ou
cortes. Estudos sugerem que a planta possa ter atividades antitumoral, anti-ulcerativa,
antirreumatica, propriedades anti-inflamatérias, antimicrobianas, antiparasitarias,
antinociceptivas e neutralizante de venenos (ABDUL-WAHAB et al., 2012; SIM; SRI
NURESTRI; NORHANOM, 2010; ZAREISEDEHIZADEH; TAN; KOH, 2014).

Dentre os fitoconstituintes relatados em P. bleo encontram-se alcaloides,

acidos graxos, glicosideos, lactonas, compostos fendlicos, esterois, terpenoides e
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carotenoides, sendo relatados 20 nas folhas e dois no fruto. O fitol ¢ o principal isolado
das folhas e o de maior concentragdo (ZAREISEDEHIZADEH; TAN; KOH, 2014). Ja
foram relatados [-sitosterol, 2,4-di-tert-butilfenol, a-tocoferol, fitol,
dihidroactinidiolideo, = campesterol, estigmasterol, 3,4-dimethoxe-f-fenetilamina,
mescalina, 3-methoxitiramina,vitexina, tiramina, catequina, epicatequina, quercetina,
miricetina, p—caroteno—3,3'-diol e luteina (BEHNAZ HASSANBAGLOU, 2012;
DOETSCH; CASSADY; MCLAUGHLIN, 1980; GUILHON et al., 2015; MALEK et al.,
2009; ZAREISEDEHIZADEH; TAN; KOH, 2014). Abdul-Wahab et al. (2012) relataram
pela primeira vez o isolamento de C-glucosilflavonoide, vitexina e o glicosideo de B-
sitosterol nos extratos de acetato de etila e diclorometano e o B-sitosterol no extrato
hexanico.

Segundo estudo realizado por Abbdewahab et al., (2009) quanto aos
componentes minerais encontrados em P. bleo foi identificado que ela ¢é rica em potassio
(10,16%), o que justifica o seu uso popular na hipertensdo, corroborando com estudos
que relatam que uma dieta rica em potassio pode ter um papel importante na reducao da
pressdo arterial (ZAREISEDEHIZADEH; TAN; KOH, 2014).

A P. grandifolia ¢ considerada vegetativamente semelhante a P. bleo, o que
pode gerar confusao, porém P. grandifolia apresenta folhas mais grossas e nao-onduladas,
com espinhos mais longos e menores, ¢ flores rosa — arroxeada, quando comparada a P.
bleo (SIM et al., 2010). Na Maldasia apresentam uso popular para tratamento de cancer,
pressdo alta, diabetes e doencgas associadas a reumatismo e inflamacao (KAZAMA et al.,
2012; SRI NURESTRI; SIM; NORHANOM, 2009). No Brasil ¢ usada para tratamentos
dos distarbios renais, por reduzir inchago, e como emoliente, por possuir folhas
suculentas com conteido mucilaginoso. E também de consumo na culinaria regional
brasileira, devido ao grande teor de proteinas, fibras, ferro, calcio, entre outros minerais,
sendo considerada um importante suplemento nutricional (KAZAMA et al., 2012).

Entre os fitoconstituintes relatados em P. grandifolia, Sri Nurestri et al.
(2009) descrevem o B-sitosterol, a-tocoferol, fitona, 2,4-di-terc-butilfenol e uma mistura
de 2,4-di-terc-butilfenol, palmitato de metila, oleato de metila e estearato de metila,
encontrados na fragdo de acetato de etila do extrato metanolico. Outros constituintes
encontrados foram duas saponinas de acido oleanodlico e trés alcaloides, p-metoxi-b-
hidroxi-b-fenetilamina, 3-metoxi- tiramina e tiramina (KAZAMA et al., 2012).

Em estudos in vivo realizados por Kazama et al. (2012) o extrato etandlico de

P. grandifolia demonstrou atividade diurética por efeito aquarético, reduzindo
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significativamente os niveis séricos de vasopressina e a pressao arterial média em ratos
normotensos, sem sinal de toxicidade. O que corrobora com o uso tradicional dessa
espécie.

P. sacharosa encontrada no centro oeste brasileiro, ¢ um arbusto que pode
atingir de 2 a 8 m de altura e possui folhas elipticas e flores lilds. Na Bolivia as folhas e
os frutos s@o empregados no uso popular para tratar doencas de pele e dor de ouvido, € os
espinhos para dores musculares (HAJDU; HOHMANN, 2012; PINTO; SCIO, 2014;
QUIROGA; MENESES; BUSSMANN, 2012). Em estudo realizado por Uyub et al.
(2010) foi demonstrada atividade antimicrobiana contra Helicobacter pylori com extrato
de éter de petroleo das folhas de P. sacharosa, corroborando com o uso popular dessa

espécie na Malasia.
2.4 A ESPECIE Pereskia aculeata Miller

Conhecida como Azedinha, Cipo-Santo, Espinho-de-Santo-Anténio e Ora-
pro-nobis a P. aculeata Miller tem distribui¢do geografica confirmada no Brasil nas
regides Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceard, Maranhdo, Pernambuco, Sergipe), Centro -
Oeste (Goias), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e
Sul (Parand, Rio Grande do Sul, Santa Catarina). Com dominios fitogeograficos na

Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Flora do Brasil 2020, 2018).

Figura 4 - Distribuig¢@o geografica de Pereskia aculeata Miller no Brasil
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Fonte: Flora do Brasil 2020, 2018
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E um membro primitivo das Cactaceae apresentando aréolas com poucos
espinhos curtos, pareados e curvos no caule, podendo atingir 10 m de altura. Suas folhas
apresentam apices agudos e formato eliptico ou oval. Tem flores em cimeiras, ou
solitarias e periantos brancos. O seu fruto ¢ produzido entre junho e julho, e apresenta
formato globoso com 1 a 5 sementes de coloracao amarelada, lembrando groselhas
(AGOSTINI-COSTA et al., 2012;DUARTE; HAYASHI, 2005; PEREIRA et al., 2007;
FLORA DO BRASIL 2020, 2018).

Figura 5 - Pereskia aculeata Miller

Fonte: Elaborado pelo autor

P. aculeata ¢ considerada uma hortalica ndo convencional, pois ndo faz parte
do habito alimentar didrio das pessoas, sendo mais consumida por tradi¢ao regional ou
onde ha populacao humilde, pois suas folhas sao ricas em mucilagem e proteinas, sendo
conhecida como ‘“carne de pobre” (ALMEIDA et al., 2014; PINTO et al., 2015a).
Podendo ser consumidas como saladas, farinhas, ensopados, paes e massas.

Diversos estudos relatam seu valor nutricional, além dos aminoacidos

encontrados nas suas folhas frescas e secas, conforme mostrado nas Tabelas 1 € 2.

Tabela 1 - Composigao nutricional das folhas de Pereskia aculeata (g/100 g).

Composi¢io Almeida et al. (2014)®  Oliveira et al. (2013)®  Takeiti et al. (2009)?

Proteinas 28,99 g NA 284 ¢g
Lipidios 5,07 ¢g NA 4,1¢
Fibras soluveis 24 ¢ NA 52¢g

Fibras insoluveis 19,17 g NA 339¢
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Composi¢io Almeida et al. (2014)®  Oliveira et al. (2013)°  Takeiti et al. (2009)?

Célcio 1,35 ¢ 2,16 ¢ 0,0034 ¢
Magnésio 0,587 g 0,68 g 0,0019 g
Potéssio 391 ¢g 374 ¢ 0,0016 g
Fosforo 0,32¢g 0,45¢g 0,156 g
Zinco NA 0,0059 g NA
Ferro NA 0,0094 ¢ NA
Cobre NA 0,0009 g NA

Fonte: o autor. Legendas: NA: ndo avaliado; *100 g de folhas frescas; *100 g folhas secas.

Tabela 2 - Composi¢do de aminoacidos encontrados nas folhas de Pereskia aculeata

Aminoacido g/100 g folha seca
Triptofano 5,52 ¢g+0,19
Leucina 2,0 g+0,02
Arginina 1,44 g+ 0,02
Lisina 1,43 g+ 0,05
Acido glutamico 2,67 g+ 0,03
Acido aspartico 1,71 g+ 0,22
Alanina 1,36 g+ 0,01
Glicina 1,31 g+ 0,01

Fonte: Takeiti et al. (2009)

Devido ao seu alto teor de mucilagem, as folhas de P. aculeata sao usadas
como emoliente na medicina popular, sendo aplicadas em casos de queimadura para a
cicatriza¢do da pele e no abrandamento de processos inflamatdrios, e seus frutos sdo
empregados como expectorantes e antissifiliticos (BARROS et al., 2010; DUARTE;
HAYASHI, 2005; ROSA; SOUZA, 2003; SARTOR et al., 2010).

Em estudos realizados por nosso grupo de pesquisa com as folhas de P.
aculeata, é sugerido efeito antinoceptivo, para a parti¢do hidrometanoélica e efeito anti-
inflamatorio topico e cicatrizante de feridas, para formulagdes contendo a parti¢ao
hexanica do extrato metandlico (PINTO et al., 2015a, 2015b, 2016).

Um estudo realizado por Agostini-Costa et al. (2012) avaliou pela primeira
vez o perfil de carotenoides presentes no fruto de P. aculeata, relatando que o principal

carotenoide encontrado foi o trans-B-caroteno (34,3 pg.g™!), depois o a-caroteno (22,7
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ug.g ), luteina (6,5 pg.g™!), e outros carotenoides minoritarios. O fruto mostrou ser uma
significativa fonte de provitamina A (o e P-caroteno), fornecendo mais de 100% da
necessidade didria para adultos. Porém, hd poucos estudos sobre os componentes
fitoquimicos de P. aculeata, ¢ a maioria foca na caracterizacdo quimica das folhas
(AGOSTINI-COSTA et al., 2012; BARROS et al., 2010).

Souza (2014) investigou o perfil fendlico das folhas de P. aculeata de trés
localidades diferentes, encontrando o acido clorogénico, acido caféico, acido p-cumarico,
acido ferulico e o kaempferol através de uma otimizagdo multivariada da extracdo e uso
de padrdes, variando as concentragdes entre diferentes amostras.

Pinto et al. (2012) identificaram por cromatografia em camada delgada, como
parte da composi¢do quimica presente nas folhas de P. aculeata fenois, taninos
condensados, taninos hidrolisdveis, cumarinas, antraquinonas, antronas, flavonoides,
alcaloides, esteroides e saponinas, em um extrato metanolico e suas fragdes. Em outro
estudo realizado pelo mesmo autor foram identificados na particdo hidrometanoélica, do
extrato metanolico, alcaloides da classe feniletilamina, como hordenina e mescalina, além
de triptamina, abrina, isomeros de di-tert-butilfenol, petunidina e quercetina, sugerindo a
presenca de compostos indol. Na particdo hexanica, utilizando cromatografia gasosa
acoplada a espectrometro de massa (CG-MS), foi sugerido a presenca de fitoesterdis,
incluindo campesterol (8,97%), estigmasterol (6,89%) e sitosterol (24,66%), além de fitol
(4,51%), e os triterpenos taraxasterol (11,59%) e taraxerol (7,12%), sugerindo uma
atividade anti-inflamatéria (PINTO et al., 2015a, 2015b).

Um estudo realizado com o 6leo essencial das folhas de P. aculeata realizado
por Souza et al. (2016) identificou 24 compostos, correspondendo a 91,03% do total do
0leo. Os principais constituintes encontrados foram os sesquiterpenos oxigenados
(44,92%), sendo o acorona (30,0%) o de maior concentracgao, seguido por (Z, Z)-metil-
4,6-hexadecadieno (16,34%), 1-nonadecen-ol (6,18%) e (5E, 9E)-farnesil acetona

(5,70%), e outros compostos minoritarios foram relatados.

2.5 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E NITROGENIO

Radicais livres sdo estruturas quimicas com grupos de atomos ou moléculas
que possuem elétrons desemparelhados em sua camada orbital externa, podem ser
eletricamente neutros, terem carga positiva ou negativa, implicando em alta instabilidade

energética e cinética, elevada reatividade e alta capacidade em combinar-se com diversas
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moléculas integrantes da estrutura celular. Para manter sua estabilidade ¢ necessario que
doem ou recebam um elétron de outra molécula, possuindo uma vida média curta
(BIRBEN et al., 2012; SINGH et al., 2012; VASCONCELOS; et al., 2014).

Porém, radical livre ndo ¢ a melhor designacdo que se pode aplicar, pois
mesmo sofrendo oxirreducao nem todos os agentes possuem elétrons desemparelhados,
sendo as denominagdes espécies reativas de oxigénio (EROS) e espécies reativas de
nitrogénio (ERNS) as mais adequadas por descreverem melhor o atomo cujo elétron
desemparelhado estd centrado. As EROs podem ser classificadas em dois grupos -as
radicalares: hidroxila (HO¢), superoxido (Oz¢"), peroxila (ROOQO¢) e alcoxila (RO¢); ¢ as
ndo-radicalares: oxigénio (0O2), peréoxido de hidrogénio (H20:2) e 4cido hipocloroso
(HCIO). Dentre as ERN estao o 6xido nitrico (NOe¢), 6xido nitroso (N203), acido nitroso
(HNO»), nitritos (NO2"), nitratos (NOs3") e peroxinitritos (ONOQO"). Todos podem gerar
espécies danosas, porém uns sao pouco reativos, enquanto outros altamente reativos
causando peroxidagdo lipidica e danos as proteinas ¢ ao DNA (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006; HIRATA; SATO; SANTOS, 2004; VASCONCELOS; et al., 2014).

Entretanto, as espécies reativas (ER) apresentam papeis fisioldgicos
importantes para o organismo como controle da pressdo sanguinea, sinalizagdo celular,
apoptose e fagocitose de agentes patogénicos, auxiliando macrdéfagos e neutrofilos. O
desequilibrio na sua producdo causa o estresse oxidativo envolvido nos processos de
envelhecimento, transformagao e morte celular, e em patologias como cancer, Alzheimer,
cardiopatias, doencas pulmonares, Parkinson, doengas autoimunes, entre outras doengas
cronicas (TESTON; NARDINO; PIVATO, 2010; VASCONCELOS et al., 2007).

A produgdo das ER pode ocorrer de maneira endégena ou exdgena. De
maneira endogena, as oxidagdes quimicas e enzimaticas sdo as responsaveis pela
formagdo desses agentes, uma vez que sao produzidos em condigdes normais pelo
organismo em processos fisiolégicos como producdo de energia, regulagdo do
crescimento celular, fagocitose, sinalizagdo intracelular, defesa celular e sintese de
substancias importantes, tais como hormdnios e enzimas. De maneira exodgena, as
principais fontes desses agentes sao a radiagdo, tabagismo, ma alimentagdo, estresse € uso
de medicamentos (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; SIES, 2018).

O anion superdxido (O2¢) € a espécie reativa mais comumente encontrada
endogenamente, sendo a mitocondria sua principal fonte. Acredita-se que durante a
respiragdo celular hd uma ineficiéncia de 1 a 2% de transferéncia de elétrons na cadeia

respiratoria, o que gera o superdxido. Essa ineficiéncia pode aumentar em condi¢des de
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hiperdxia, quando hd aumento da glicose, e em condigdes de hipdxia, quando o oxigénio
esta reduzido e ndo tem disponibilidade para atuar como o aceptor de elétrons, fazendo
com que eles se acumulem (BURTON; JAUNIAUX, 2011; HIRATA; SATO; SANTOS,
2004). No entanto, h4 outras fontes enddgenas de geracao do Oz* como a fagocitose
durante o processo inflamatério, ativagdo do metabolismo do acido araquiddnico,
citocromo P450 e enzimas oxido-redutase, como a xantina (Figura 6) (BURTON;

JAUNIAUX, 2011; SIES, 2018; TESTON; NARDINO; PIVATO, 2010).

Figura 6 - As principais espécies reativas de oxigénio € nitrogénio e suas potenciais origens
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Fonte: adaptado de Burton; Jauniaux (2011)

O estresse oxidativo ¢ formado quando h4a um desequilibrio entre o sistema
pré-oxidante e antioxidante, sendo produzido no primeiro grande quantidade de espécies
reativas com baixa disponibilidade de antioxidante endogeno para neutralizar as reacoes,
causando uma cadeia de reagdes como alteracdes em proteinas extracelulares e
modificacdes celulares, podendo em ultima instancia levar a morte celular (HIRATA;
SATO; SANTOS, 2004; VASCONCELQOS; et al., 2014; VASCONCELOS et al., 2007).
Esse desequilibrio pré-oxidante-antioxidante pode ocorrer devido a alta producdo de
EROs ou ineficiéncia dos antioxidantes enddgenos, sendo classificados de acordo com a
intensidade com que ocorrem em estresse oxidativo fisiologico (eustress), e carga
oxidativa toxica que danifica biomoléculas (distress). No primeiro caso, as células sao
expostas a uma baixa concentragdo de EROs utilizados para sinalizacdo redox e

adaptacdes homeostaticas, enquanto no segundo caso, uma alta exposi¢do aos EROs leva
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a danos em alvos inespecificos e/ou interrupgao da sinalizacao redox. Porém, essa barreira
entre alteracdes fisioldgicas e patoldgicas ¢ indistinta (BURTON; JAUNIAUX, 2011;
SIES, 2018).

O estresse oxidativo pode causar danos as macromoléculas do organismo, tais
como agressoes as proteinas dos tecidos e das membranas, peroxidacao dos lipidios de
membrana (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006, PEREIRA; CARDOSO, 2012). O
que pode ter papel de agravamento em patologias como catarata, cancer, artrite, processos
inflamatoérios, disfuncdes cognitivas, choque hemorragico, aterosclerose, doengas
degenerativas, podendo ser fator agravante do quadro geral e influenciando a qualidade
de vida (BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006; VASCONCELOS; et al., 2014).

Como mecanismo de defesa, o organismo possui um sistema antioxidante que
limita os niveis intracelulares de espécies reativas inibindo ou reduzindo os danos
causados nas células. Esse sistema pode ser classificado quanto a origem e localizagao,
em antioxidantes enddgenos e exdgenos, intra e extracelulares, respectivamente
(VASCONCELOS; et al., 2014; ZIMMERMANN; KIRSTEN, 2008). Os antioxidantes
endogenos, aqueles produzidos pelo organismo, podem ainda ser divididos em
enzimaticos e ndo enzimaticos. Os primeiros incluem as enzimas superdxidos dismutases
citoplasmatica e mitocondrial, catalase, glutationa peroxidase, glutationa redutase; os
segundos incluem a glutationa, acido lipoico, albumina, ubiquinona, metalotioneinas,
transferrina, ceruloplasmina. Os exdgenos como o acido ascérbico (vitamina C), tocoferol
(vitamina. E), carotenoides, compostos fendlicos, zinco, cobre, selénio e magnésio podem

ser adquiridos na dieta alimentar (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

2.6 AGE — PRODUTO GLICACAO AVANCADA

Os produtos de glicagdo avangada, chamados AGEs, sdo compostos
altamente reativos formados pela ligacdo covalente e irreversivel entre agticares redutores
(glicose, frutose) ou seus produtos de degradagdo, com proteinas extracelulares que
passaram por processos oxidativos e nao-oxidativos. Podem ter formagdo endogena em
condigdes bioldgicas por meio de diferentes mecanismos e a partir de precursores
heterogéneos ou podem ser introduzidos no organismo pela dieta, fumo ou polui¢cdo do
ar. O estresse oxidativo estd relacionado, em alguns casos, a formacdo de AGEs

(BARBOSA et al., 2016; BARBOSA; OLIVEIRA; SEARA, 2008).
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O processo de formagdo dos AGEs ocorre por meio da glicacdo, também
chamada rea¢ao de Maillard (MELO, 2015), que ¢ um processo ndo enzimatico que
ocorre quando ha ligacdo dos grupos primdrios ou secundarios de proteinas, aos agucares
redutores, produtos da oxidagdo de lipidios, aminoacidos ou do &cido ascorbico. Pode-se
separar a glicacdo em trés etapas. Na primeira etapa um grupo amina da proteina se liga
a um grupo aldeido ou cetona do agticar fisioldgico (glicose, ribose e/ou frutose),
formando uma carbinolamina intermediaria, que sofre desidratacdo e produz um aduto de
imina instavel, também conhecido como base de Schiff, variando de horas a dias esse
processo. Na segunda etapa, a base de Schiff sofre um rearranjo por meio de catalise
acido-base e forma os produtos de Amadori, que sdo compostos mais estaveis e
reversiveis, sendo os mais conhecidos a hemoglobina glicada e frutosamina. Esse
processo ocorre durante dias a semanas. Na terceira etapa, na qual ocorre a formagao dos
AGEs, os produtos de Amadori podem sofrer enolizagdo, seguida por desidratacdo e
hidrélise, formando compostos a-dicarbonilicos ou a-oxaldeidos intermediarios reativos,
como 3-deoxiglicosona (3DG), glioxal (GO) e metilglioxal (MG), que vao interagir com
aminoacidos, como lisina, arginina e cisteina, e por meio de reagdes como desidratacao,
oxidagdo, fragmentagdo e condensagao formam produtos com ligagdes cruzadas, levando
de semanas a anos para acontecer (GIMENIS, 2015; RAHBAR et al., 2000; TORRES et
al., 2018). As bases de Schiff e os produtos de Amadori sdo formados por reagdes
reversiveis, porém quando ha ligagdo com os aminoacidos, essas reacdes se tornam
irreversiveis (GKOGKOLOU; BOHM, 2012).

Algumas vias alternativas derivadas da via classica (reagao de Maillard) sao
descritas para a formacao dos AGEs (Figura 7). A via na qual ocorre a auto-oxidagao ou
a degradacao oxidativa dos produtos de Amadori ¢ conhecida como via de Hodge. Nela,
compostos carbonila podem ser formados por reagdes de degradacdo oxidativa dos
produtos de Amadori interagindo assim com grupos amino livres e formar produto de
glicacdo intermediaria. Na via de Namiki ocorre a clivagem de compostos de dicarbonila
da base de Schiff. A terceira via estabelecida ¢ a via de Wolff, em que a auto-oxidacao de
monossacaridos, como glicose, ribose, frutose e gliceraldeido forma compostos
dicarbonilicos. Todas essas vias podem levar ao desenvolvimento de AGEs quando os
compostos intermediarios reativos formados interagem com aminoacidos (KUMAR
PASUPULATI; CHITRA; REDDY, 2016; OTT et al., 2014).

Dentre os AGEs formados que ja foram claramente estudados e identificados,

sendo derivados principalmente dos compostos dicarbonilicos GO, MG e 3DG estdo a



31

carboximetil-hidroxi-lisina, carboximetil-lisina (CEL), frutose-lisina, hidroimidazolonas,
dimero de lisina-glioxal (GOLD) e dimero de lisina-metilglioxal (MOLD)
(GKOGKOLOU; BOHM, 2012; TORRES et al., 2018).

Figura 7 -Vias de formacao e produtos finais de glicacdo avangada (AGE)
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CML: carboximetilisina; carboxietilisina (CEL); DOGDIC: ligagdo cruzada imidazolina derivada
de 3-deoxiglicosona; DOLD: dimero de lisina e 3-deoxiglicosona; GOLA: glioxal lisina amida;
GOLD: dimero de glioxal-lisina, GALA: 4cido glioxilico lisina amida; GODIC: ligagdo cruzada
imidazolina derivada de glioxal; MODIC: ligacao cruzada imidazolina derivada de metil glioxal;
MOLD: dimero de metilglioxal-lisina (Fonte: adaptado de Barbosa; de Oliveira; Seara, 2009).

2.6.1 Vias alternativas formadoras de AGEs nao derivadas da via classica

Os AGEs também podem ser formados por reagdes oxidativas distintas, pois
todas as reacdes que conduzem a formacdo de compostos dicarbonilicos favorecem a
formagao de AGEs no organismo. Portanto, outras vias como reagao de glicolise, reacdes
de glicoxidagao, lipoxidagao e os processos inflamatoérios podem estar envolvidos. Além
das proteinas, as lipoproteinas e os dcidos nucleicos também sdo suscetiveis a agdo de
acucares redutores (KUMAR PASUPULATI; CHITRA; REDDY, 2016; TORRES et al.,
2018).
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As reagdes de lipoxidagdo também sdo responsdveis pela producdo de
compostos dicarbonilicos intermedidrios reativos, através dos produtos finais de
lipoxida¢do avangada, chamados de ALE (do inglés Advanced Lipoxidation End-
products). Os ALE sao gerados por reagdes nao enzimaticas de compostos dicarbonilicos
reativos resultantes da peroxidagdo lipidica e metabolismo lipidico com os residuos
nucleofilicos de macromolécula. Os produtos da oxidacdo de acidos graxos poli-
insaturados das membranas biologicas formam espécies reativas de carbonila (RCS),
como malondialdeido (MDA), 4-hidroxi-trans-2-nonenal (HNE) e a-oxoaldeidos, como
glioxal, metilglioxal, 3-desoxiglucusona e acroleina. Além dos rearranjos adicionais os
RCS podem levar a formagdo de AGEs como N-carboxietil-lisina (CEL), arginina
pirimidina, pentosidina, pirralina, metilglioxal, glioxal-lisina e N-carboximetil-lisina
(CML) (OTT et al., 2014; TORRES et al., 2018; VISTOLI et al., 2013).

Apés estimulagdo inflamatéria, macrofagos, neutrofilos e monodcitos
produzem enzimas mieloperoxidase e NADPH oxidase, o que induz a formagao de AGEs
pela oxidagdo de aminoacidos, essa via ¢ descrita como ndo dependente de glicose
(HUEBSCHMANN et al., 20006).

Pode-se dizer que devido a variedade de mecanismos e complexidade de
formagdo, os AGEs sao considerados um grupo de compostos heterogéneo, dos quais nem

todas as estruturas sao conhecidas (HUEBSCHMANN et al., 2006; OTT et al., 2014).

2.6.2 Receptores para AGEs

Ja sdo descritas duas classes de receptores para AGEs, a primeira pertence a
classe dos receptores que eliminam os AGEs da circulagdo e podem abrandar os efeitos
pré-oxidantes, realizando a desintoxicagdo, sdo os receptores AGE-R1, AGE-R2 e AGE-
R3 que pertencem a superfamilia das imunoglobulinas, e os da familia “scavenger” classe
A (SR-A) e B (SR- BI), CD-36, galectina-3 e FEEL-1 e 2. Esses receptores sao regulados
e expressos conforme alteracdes metabolicas, dependendo do tipo de célula e/ou tecido
(BARBOSA et al., 2016; HUEBSCHMANN et al., 2006; OTT et al., 2014; TORRES et
al., 2018).

A segunda classe ¢ o receptor RAGE (do inglés Receptor for Advanced
Glycation End-products), também pertence a superfamilia das imunoglobulinas, ¢ um
receptor multiligante encontrado na superficie de células musculares lisas, macrofagos,

células endoteliais, entre outras. Sua expressdo ¢ regulada em fun¢do de modificagdes
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metabolicas que estdo relacionadas ao envelhecimento, diabetes e hiperlipidemia. Dessa
interacdo AGE-RAGE pode surgir o processo inflamatdrio, o estresse oxidativo e a
formagdo EROs (KUMAR PASUPULATI; CHITRA; REDDY, 2016; TORRES et al.,
2018).

Por ter um tempo de formagao relativamente longo e afetar proteinas de vida
longa, o acumulo de AGEs esta relacionado ao envelhecimento cronologico e doencas
relacionadas com esse processo. Na pele, o coldgeno, fibronectina e a elastina s@o as
proteinas mais afetadas, o que leva ao processo de apoptose dos fibroblastos, agravando
o fendmeno do envelhecimento cutdneco. A CML ja foi detectada na epiderme de
pacientes sadios tendo a citoqueratina 10 (CK 10) como proteina alvo da modificacao
(FERNANDES et al., 2019; GKOGKOLOU; BOHM, 2012; TORRES et al., 2018).

Nesse contexto, inibidores da formag¢do de AGE ganham atencdo como
potenciais agentes terapéuticos. Diversos farmacos ja existentes apresentam agao
antiglicante, como a metformina, o &cido acetilsalicilico, a hidralazina e derivados de 1,3-
tiazol via diferentes mecanismos (TORRES et al., 2018).

Outras substancias foram estudadas quanto ao potencial antiglicante, como a
aminoguanidina, que age neutralizando os produtos reativos de Amadori, como o glioxal,
metilglioxal e 3-desoxiglicosona e prevenindo a ligagdo cruzada. Sua agao principal era
agir na prevencao da retinopatia diabética, chegando até a fase III de estudos clinicos,
porém as complicacdes geradas com o uso cronico como, deficiéncia de vitamina B6,
perturbacdes gastrointestinais, anomalias nos testes de funcdo hepética, sintomas gripais
e vasculite rara, fizeram com que os estudos fossem interrompidos (BARBOSA;
OLIVEIRA; SEARA, 2008; FARSI et al., 2008; TORRES et al., 2018).

Além das substancias sintéticas uma variedade de compostos fenolicos,
derivados de plantas também vém demonstrando uma impressionante atividade
antiglicante. Em um estudo a quercetina demonstrou ser melhor e mais potente que a
aminoguanidina em todos os estdgios da glicacio(ASHRAF et al., 2015; FARSI et al.,
2008). Diversas outras substincias vém sendo estudas buscando uma potencial agdo
antiglicante, porém até o momento nenhuma foi efetivamente aprovada para uso em

humanos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Ampliar o conhecimento do potencial antioxidante, antiglicante, citotdxico e

quimico da espécie Pereskia aculeata Miller

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar o extrato bruto metanolico (EBM) das folhas de P. aculeata;
e Particionar o extrato com solventes de diferentes polaridades;
e Realizar cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato e partigdes;
e Determinar o teor de fenois e flavonoides do extrato e parti¢des;
e Analisar o perfil quimico por Cromatografia Gasosa acoplado a
espectrometro de massa (CG-MS) da parti¢ao em hexano (PHEX);
e Realizar ensaios in vitro com o extrato metandlico e particdes de P.
aculeata a fim de avaliar:
= Atividade antioxidante, pelos seguintes métodos:
o DPPH;
o Inibicao da formacao do 6xido nitrico;
o Sistema de descoramento do B caroteno/acido linoleico;
o Formagdo do complexo fosfomolibdénio;
= Atividade antiglicante;
= A viabilidade celular frente as linhagens fibroblasto (L929) e
queratindcito (HaCaT).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas de P. aculeata Miller foram coletadas em Juiz de Fora no periodo
de dezembro de 2017 a maio de 2018, no periodo da manha. Uma exsicata foi depositada
no herbario Leopoldo Krieger CESJF da UFJF sob o numero 57539 e identificada pela
Dra. Daniela Zappi (Museu Paraense Emilio Goeldi-MPEG).

4.2 PREPARO DO EXTRATO BRUTO METANOLICO E PARTICOES

Para o preparo dos extratos foi utilizada a metodologia descrita por Pinto et
al (2012) com modifica¢des, na qual as folhas coletadas foram secas a sombra, em
temperatura de aproximadamente 35°C por um periodo de aproximadamente quinze dias.
O material seco (1660 g) foi triturado utilizando moinho de facas e submetido a extragao
por maceragao estatica com metanol por um periodo de 48 horas. O processo foi repetido
por quatro vezes. O extrato foi separado do material vegetal por meio de filtracdo e em
seguida evaporado em evaporador rotatorio a fim de concentrar a amostra e obter o extrato
bruto metandlico (EBM).

Apos completa remocgao do solvente, 157,76 g do EBM foi ressuspendido em
MeOH:H>O (8:2) e, em seguida, particionado com solventes de polaridade crescente até
0 esgotamento, obtendo-se assim as particdes em hexano (PHEX), em diclorometano
(PDCM), em acetato de etila (PAcEt) e a fragao residual em metanol: agua (PHM) (Figura
8). O extrato e as particdes apresentaram caracteristica higroscopica e foram armazenados

hermeticamente fechados sob refrigeracao.
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Figura 8 - Fluxograma da obtencéo das amostras pela extrag@o e particionamento
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EBM: extrato bruto metanélico; PHEX: parti¢do em hexano; PDCM: parti¢do em

diclorometano; PAcEt: parti¢do em acetato de etila; PHM: residual metanol:agua.

4.3 ANALISE CROMATOGRAFICA

PHEX foi analisada por cromatografia com fase gasosa acoplada a
espectrometro de massas (CG/EM) em aparelho GC Hewlett Packard 6890 e MS Hewlett
Packard P 5972 munido de um banco de dados (WILEY 275.1). A coluna capilar utilizada
foi do tipo DB-5MS com 0,25 um de espessura do filme, 30 m de comprimento e 250 um
de didmetro interno. O gas de arraste foi hélio com fluxo 0,5 mL/min. Para PHEX, a
temperatura do injetor foi de 270°C, forno com temperatura inicial de 50°C até 300°C por
50 minutos (5 °C/min), mais 15 minutos de isoterma final a 300 °C, totalizando 65 minutos
de corrida. O espectrometro de massas operou por impacto eletronico (70 eV), com fonte
i6nica a 230°C.

Os componentes individuais foram identificados pela comparacdo de
similaridade dos espectros de massa obtidos com aqueles presentes no banco de dados da

biblioteca do espectrometro de massas (WILEY 275.1) e fontes literarias.
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4.4 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE FENOIS TOTAIS

Para determinar o conteido de fenois foi utilizado o método de Folin-
Ciocalteu (FOLIN; CIOCALTEAU, 1927) com modificagdes. As amostras foram
pesadas e diluidas em metanol obtendo-se a concentragao de 0,5 mg/ml. Em microplaca
de 96 pocos foram adicionados 30 pL de amostra, 100 pL de solu¢do de carbonato de
sodio 4% e 120 pL de solucdo do reagente de Folin-Ciocalteau 20%. Ap6s 30 minutos ao
abrigo da luz, a absorvancia foi medida em 770 nm. Como branco do teste foi utilizado
todos os reagentes exceto a amostra, que foi substituida por metanol. O 4cido tanico foi
usado como referéncia para o teste, sendo construida uma curva padrao em concentragdes
que variaram de 0,9 a 60 pg/mL. Os testes foram realizados em triplicata e os resultados
foram expressos em pg/mg de amostra em equivalente a acido tanico (EAT) £ erro

padrdo. Para anélise dos resultados foi usado Excel (regressao linear).

4.5 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.5.1 Sequestro do radical DPPH

A atividade antioxidante foi mensurada pela capacidade da amostra em
sequestrar do radical DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazil)(BONDET; BRAND-
WILLIAMS; BERSET, 1997). As amostras e o controle positivo (quercetina) foram
pesados e solubilizados em metanol (1 mg/mL). Uma aliquota de 100 pL da amostra foi
transferida para placa de 96 pogos e¢ 10 diluigdes sucessivas 1:2 em metanol foram
realizadas, com as concentragdes variando entre 250 e 0,98 pg/mL. Posteriormente,
adicionou-se 150 pL. de uma solu¢do de DPPH (20 pg/mL) em metanol a esses pogos.
Solugdes somente com amostra e metanol foram utilizados como branco do teste. A placa
foi deixada em repouso ao abrigo da luz por 30 minutos e a leitura da absorvancia foi
realizada em 517 nm. As medidas foram realizadas em triplicata e os resultados foram

expressos na forma de ICso(quantidade minima de amostra para inibir 50%).

4.5.2 Inibicao do radical éxido nitrico (NOe°)

Nesse ensaio ¢ mensurada a capacidade da amostra em inibir o radical NOe.

Foi utilizado o método descrito por Green et al (1982) com modificagdes, através de
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dosagem indireta pelo Método de Griess. Para producdo do NOe foi utilizado
nitroprussiato de sédio (NPS) (10 mM) em tampao fosfato (TF) (10 mM, pH 7,4). Os
controles positivos, quercetina e acido galico, e as amostras foram solubilizadas em
DMSO:tampao fosfato (1:9) e testadas na concentragdo de 12,5, 25, 50, 100, 200 e
400 pg/mL. Em placa de 96 pogos foram adicionados 62,5 pL. de nitroprussiato e 62,5 pL.
de controle/amostra. Foi realizado o branco da amostra onde o NPS foi substituido por
tampao, e o controle negativo onde a amostra foi substituida por DMSO:tampao. A placa
permaneceu a luz e temperatura ambiente por 60 minutos. Em seguida 125 plL do reagente
de Griess foi adicionado, procedendo-se a leitura da absorvancia ap6s 10 minutos apos,
no comprimento de onda 540 nm.

Para o célculo da porcentagem de inibigdo a seguinte formula foi utilizada:

Ac — Aa
% de Inibicao = (A—C) x 100

Onde: Ac ¢ a absorvancia do controle; Aa é a absorvancia da amostra.
4.5.3 Descoramento pelo sistema B-caroteno/acido linoleico

Esse método, realizado segundo descrito por Marco (1968) com
modificagdes, fundamenta-se na capacidade de peroxidagao do acido linoleico quando
em contato com o oxigénio, promovendo o descoramento do B-caroteno.

Para isso uma emulsdo foi preparada contendo 30 pL de 4cido linoleico, 265
pL de Tween 40, 50 pL de uma solugdo de B-caroteno (10 mg/mL) e 500 pL de
diclorometano. Essa mistura foi submetida a completa evaporagao do diclorometano sob
nitrogénio gasoso. Adicionaram-se 25 mL de agua destilada, previamente saturada com
oxigénio por 30 minutos, e agitou-se vigorosamente, com o proposito de se obter uma
solucao emulsionada limpida com leitura de absorvancia ajustada entre 0,6 ¢ 0,7 nm. As
amostras foram pesadas, solubilizadas em metanol e avaliadas em 6 concentragdes. Em
microplaca de 96 pocos foram adicionados 20 pL de amostra e 250 pL da emulsao.
Quercetina foi utilizada como substancia de referéncia ¢ a emulsdo como controle
negativo (100% de oxidagdo). As leituras foram realizadas em triplicata e procederam-se
de forma sequencial durante 120 minutos com intervalos de 15 minutos a 45°C em

comprimento de onda de 470 nm. O decaimento da absorvancia das amostras (Am) pode



39

ser correlacionado com o decaimento da absorvancia do controle (Ac), obtendo-se a

porcentagem de inibicao da oxidacdo do B-caroteno (%]) por meio da seguinte férmula:
o Ac — A4
% de Inibigao = (T) x 100

Onde:
Ac ¢ a absorvancia do controle inicial (T0) — absorvancia do controle final

(T9); e Aa ¢ a absorvancia da amostra inicial (T0) — absorvancia da amostra final (T9).
4.5.4 Modelo de reduciao do complexo fosfomolibdénio

Este ensaio foi realizado segundo o descrito por Prieto et al (1999) e permite
determinar a capacidade antioxidante total (CAT) de uma amostra.

A solugdo estoque das amostras e o controle positivo (acido ascérbico) foram
preparadas em agua:metanol (1:1) na concentragdo de 2 mg/mL. A solugdo reagente
utilizada foi composta por 28% v/v fosfato de sodio (0,1 mol/L), 12% v/v molibdato de
amonio (0,03 mol/L) e 20% v/v écido sulftrico (3 mol/L) em meio aquoso, com volume
final ajustado para 100 ml com agua destilada. Em tubos de ensaio foram colocados 2 mL
da solugdo reagente e 300 pLL de amostra/controle positivo. Posteriormente, os tubos
foram incubados a 95 °C por 90 minutos. O branco da amostra foi feito substituindo-se a
solugdo reagente por agua destilada. Apds resfriamento, uma aliquota de 200 pL foi
transferida para microplaca de 96 pogos, procedendo-se a leitura a 695 nm. As leituras
foram realizadas em triplicata. Uma curva de calibragdo foi construida com &cido
ascorbico com as concentracdes variando entre 1,63 ¢ 26,08 ug/mL. A CAT foi calculada

em funcao da curva padrao e expressa em equivalente ao acido ascorbico.
4.6 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIGLICANTE

A avaliacdo da atividade antiglicante foi realizada com base na metodologia
descrita por Farsi et al (2008) com modifica¢des. Todo o procedimento ocorreu em capela
de fluxo laminar.

EBM, PHEX ¢ PAcEt foram solubilizadas em metanol na concentragdo 5

mg/mL, sendo realizadas dilui¢des seriadas nas concentragdes finais de 0,05, 0,1, 0,15,
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0,5, 1,0 e 1,5 mg/mL em metanol e tampao fosfato 100 mM, pH 7,4. As solugdes
reagentes foram preparadas e filtradas em membrana de nitrato de celulose estéril na
seguinte ordem, tampao fosfato 100 mM pH 7.4, azida sédica (8 g/L), frutose (1,6 M) /
glicose (1,6 M) e BSA (10 mg/mL). A cada filtragdo o sistema foi rinsado com tampao
fosfato, trocando-se a membrana filtrante entre a solu¢ao de agucar e BSA.

Em uma microplaca estéril de 96 pogos foram aliquotados 60 puL. de tampao
fosfato de sodio pH 7,4, 50 uL de solu¢ao de BSA, 25 pL de solugdo de frutose/glicose,
50 uL da amostra e 15 pL de azida sodica. Pogos contendo todos os reagentes, exceto a
amostra que foi substituida por tampao fosfato de sodio, foi considerado como branco do
teste. A quercetina e a aminoguanidina foram utilizadas como substancia de referéncia.
ApoOs a primeira leitura (T0) as amostras foram incubadas ao abrigo da luz a 37°C durante
7 dias. A fluorescéncia foi determinada utilizando um fluorimetro, em comprimento de
onda de excitacdo de 350 nm e em comprimento de onda de emissdo de 450 nm.

Para o calculo da porcentagem de inibi¢@o a seguinte formula foi utilizada:

% Inibicio = 1 — (F1) x 100
FC

Sendo 1, uma constante que representa o valor maximo de fluorescéncia; FT

fluorescéncia do grupo teste; FC fluorescéncia do grupo controle.
4.7 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR
4.7.1 Cultura de células

A linhagem de fibroblastos (L929) e de queratindcitos (HaCaT) foram
cultivadas em meio Dulbecco’s modified Eagle medium (DMEM) DMEM/Ham’s F-12
(proporgdo 1:1), respectivamente, ambos suplementados com 10% de Soro Bovino Fetal
(SBF) e 1% da solugao dos antibioticos [penicilina (100 UI/mL) e estreptomicina (100
pg/mL)], e mantidas em estufa incubadora umidificada a 37°C e 5% CO; até atingirem
80% de confluéncia. Em seguida, o meio foi removido, as células foram lavadas com
Phosphate buffered saline (PBS), e adicionou-se 2 mL de solucgdo de tripsina/EDTA 2,5
e foram incubadas por 4 e 10 minutos, respectivamente, a 37°C e 5% COx». Para inativacao

da enzima tripsina acrescentou-se 4 mL de meio DMEM ou DMEM/Ham’s F-12. O meio
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contendo as cé€lulas foi recolhido e transferido para um tubo de centrifugagdo estéril de
15 mL, procedendo a centrifugagao a 2000 rpm por 5 minutos. Posteriormente, o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em meio DMEM ou
DMEM/Ham’s F-12. Uma aliquota da suspensao foi diluida diretamente no corante Azul

de Trypan 1:10 para a contagem em camara de Neubauer.

4.7.2 Ensaio de viabilidade celular

Para a avaliagdo da viabilidade, as células foram transferidas para
microplacas de 96 pocos, com densidade celular de 5 x 10* células/poco para L929 e 1 x
10* células/pogo para HaCaT, e incubadas por 24 horas em estufa incubadora umidificada
a 37°C e 5% COz. Posteriormente, o meio foi removido e adicionou-se 90 uLL de meio
DMEM ou DMEM/Ham’F-12 em cada pogo. Em seguida, foram adicionados 10 pL das
amostras previamente diluidas em solu¢cdo de DMSO:agua na concentragao final de 0,5%
DMSO (v/v), de modo a obter-se concentragdes variando entre 6,25 ¢ 100 pg/mL (em
quadruplicata). Como controles foram utilizados meio DMEM ou DMEM/Ham’s F-12
(controle negativo) e solugdo de DMSO 5% (v/v) (controle positivo). As placas foram
incubadas por 24 a 37°C com 5% CO.. Apo6s esse periodo, retirou-se o meio e adicionou-
se 90 uL de meio DMEM ou DMEM/Ham’s F-12 e 10 puL de solugdo de MTT a 5 ng/mL,
sendo incubada por 2h 30 horas a 37 °C com 5% COa». Posteriormente, o precipitado
formado foi dissolvido em 100 pL de DMSO e a leitura foi realizada em
espectrofotometro a 595 nm. O célculo da porcentagem de viabilidade celular para as
células tratadas com diluigdes das amostras foi feito a partir das médias das respectivas
absorbancias, considerando-se o valor médio da absorvancia do grupo controle negativo

como 100% de viabilidade.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada pela analise de variancia (ANOVA) two-
way e comparados pelos testes de Bonferroni, os resultados foram apresentados como
média + desvio padrdo, os célculos foram realizados a partir do Software estatistico

GraphPad Prism 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS E PARTICOES

A massa e os respectivos rendimentos dos processos extrativos empregados

estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3 - Massa e rendimento do extrato e particdo de Pereskia aculeata

Extrato/Particao Massa obtida Rendimento
EBM 157,76 g 9,50%
PHEX 51,78 g 3,12%
PDCM 9,43 ¢ 0,7 %
PACEt 1,83 g 0,13%
PHM 36,65 ¢ 2,7%

Legenda: EBM: extrato metanolico; PHEX: partigdo hexanica; PDCM: particdo em
diclorometano; PAcEt: particdo em acetato de etila; PHM: parti¢do hidrometanolica.

5.2 CARACTERIZACAO QUIMICA

5.2.1. Analise cromatografica

Apos analise em CG-MS, foi obtido o cromatograma exibido na Figura 09.
Foram encontrados 21 sinais com o tempo de retencao variando de 30,71 a56,47, dentre
os quais 12 foram identificados e descritos na Tabela 4. Os perfis de fragmentagdo de

cada composto estdo apresentados no Apéndice 1.
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Figura 09 - Cromatograma da parti¢do hexanica obtido por meio de cromatografia com fase

gasosa associada a espectrometro de massa.
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A analise foi realizada nas seguintes condicdes: coluna capilar de silica fundida DB-5MS (30 m
x 0.25 mm x 0.25 pum), hélio como gas de arraste, fluxo de 0,5 mL/min, injetor com temperatura
de 270°C, forno com temperatura inicial de 50 °C até 300°C por 50 minutos (5°C/min), mais 15
minutos de isoterma final a 300°C. Deteccdo com espectrometria de massa por ionizagao
eletronica a 70 eV, com temperatura da fonte de ions de 230°C.
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Tabela 4 - Constituintes quimicos identificados na partigdo hexanica por cromatografia com fase

gasosa associada a espectrometro de massa

TR Constituinte Massa Area Principais fragmentos

(min) Quimico Molecular (%)

30,71 Trans-pinano® 263 421 263 — 151, 137, 123, 109, 95, 82, 68, 43

31,60 Neofitadieno® 278 2,18  278— 193, 149, 123, 109, 95, 81, 57,43

32,59 Palmitato de 270 1,10 270— 227,207,181, 157, 143, 129, 100,

metila® 87,74, 57, 44
35,96 Fitol* 207 6,71  207— 140, 123,95, 71, 43
38,37 Citrato de Acetil 329 5,39 329— 259, 213, 185, 157, 129, 112, 84,
Tributil* 67,43

47,10 Esqualeno® 410 3,80 410—-341, 281, 231, 207, 175, 149, 121,
95, 69, 41

51,40 Tocoferol® 430 1,65 430— 386, 355, 281, 207, 165, 107, 75,
44

53,04 Campesterol® 476 6,43  476—400, 367, 341, 315, 281, 255, 231,
207, 176, 145, 105, 81, 44

53,51 Estigmasterol? 412 6.73  412—379, 351, 314, 280, 255, 231, 207,
159, 133, 105, 81, 55

54,63 Sitosterol® 414 27,60 414— 381,354, 329, 303, 281, 255, 231,
207, 173, 145, 105, 81, 43

55,14 Taraxerol? 426 9,22 426— 302, 281, 269, 207,204, 186, 135,
133,107, 69, 44

56,47 Taraxasterol® 426 10,08 426— 400, 365, 326, 281,257, 229, 207,
189, 175, 147, 135, 121, 95, 69, 43

TOTAL 85,10

* Os constituintes foram identificados por comparag@o de seus espectros de massas com aqueles
presentes nas bibliotecas Wiley 275.1; ® Os constituintes foram identificados por comparagio de
seus espectros de massas com Pinto et al (2015b).
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Figura 10 - Estruturas das substancias quimicas identificadasem PHEX por CG-EM

Legenda: a) campesterol; b) estigmatesrol; c) sitosterol; d) taraxerol; e) taraxasterol; f) fitol; g)
tocoferol; h) esqualeno

Aproximadamente 41% dos compostos identificados em PHEX por CG-MS
pertencem a classe dos fitoesterdis, sendo o campesterol (6,43%), estigmasterol (6,73%)
e sitosterol (27,60%) os mais abundantes. Devido a semelhanga estrutural com o
colesterol, os fitoesterdis vém sendo estudados para prevencdo de hipercolesterolemia e
redugdo concentracdes de LDL-colesterol, o que leva uma diminui¢dao proporcional do
risco cardiaco, e proporciona um envelhecimento saudavel (ROCHA et al., 2016;
SHUANG; RUI; WENFANG, 2016).

Em uma revisdo realizada por Shuag; Rui; Wenfang (2016) sdo citados
trabalhos sobre o efeito dos fitoesterdis na deméncia, sinalizando que o estigmasterol
diminui a deficiéncia de memoria induzida por escopolamina em camundongos, e possui
efeito protetor in vivo contra a doengca de Alzheimer, além ter diminuido
significativamente os niveis de beta-amiloide (AB). Enquanto o B-sitosterol e campesterol
mostraram pouco ou nenhum efeito na secrecao de AB. Porém, em outro estudo realizado
em individuos saudéaveis, o B-sitosterol mostrou-se util para a prevencao da doenca de
Alzheimer e inibiu efetivamente a libera¢ao de AP induzida por colesterol alto.

Dentre as atividades relatadas para os fitoesterdis estd a agdo anti-
inflamatoria, visto que sua ingestdo diminuiu os niveis plasmaticos de componentes pro-
inflamatoérios, incluindo proteina C-reativa, fosfolipase A1, IL-6, TNF-a, NF-B e outras

citocinas e fatores de transcricio (OTHMAN; MOGHADASIAN, 2011).



46

Fitoesterois ja foram identificados em folhas P. aculeata, P. bleo e P.
grandifolia (MALEK et al., 2009; PINTO et al., 2015b; SHARIF et al., 2015; SRI
NURESTRI; SIM; NORHANOM, 2009).

Os ftriterpenos como taraxerol e taraxasterol encontrados em PHEX,
apresentaram atividade anti-inflamatdria e antitumoral. Dentre as atividades relatadas
para o taraxerol pode-se incluir acdo antimicrobiana, inibi¢do da COX, controle
de glicemia, inibi¢ao da acetil colinesterase, sendo descrito com potencial para doenga de
Alzheimer, e atividade contra o veneno de cobra. O taraxasterol apresentou atividade
anti-inflamatoria, antialérgica e antioxidante (BERTE et al., 2018; RODRIGUES et al.,
2017; SHARMA; ZAFAR, 2015). Esses triterpenos ja foram identificados em P. aculeata
por Pinto et al (2015b).

Pinto et al. (2015b) atribuiram aos fitoesterdis, ao taraxerol e taraxasterol o
efeito anti-inflamatdrio topico encontrado nessa espécie.

Amplamente distribuido na natureza, o fitol (6,71%) também foi encontrado
em PHEX. Por possuir um aroma agradavel ¢ aplicado principalmente em cosméticos,
fragrancias finas, xampus, sabonetes e outros produtos de higiene pessoal, bem como em
produtos de limpeza doméstica e detergentes. Dentre suas agdes biologicas pode-se
destacar a citotdxica, antioxidante , indutora de autofagia e apoptose, antinociceptiva,
anti-inflamatdria, imunomoduladora, antimicrobiana e antipirética, possivelmente via
inibicao da COX-2 (ISLAM, 2019; ISLAM et al., 2015, 2018).

O fitol ja foi descrito por outros autores em P. aculeata (PINTO et al., 2015b;
SOUZA et al., 2016)e em P. bleo, (MALEK et al., 2009; ZAREISEDEHIZADEH; TAN;
KOH, 2014).

O tocoferol, pertencente ao grupo de vitaminas lipossoluveis, ¢ reconhecido
por seu potencial antioxidante, além de possuir propriedade neuroprotetora, anti-
inflamatoria e hipocolesterolémica (LLORET et al., 2019; NIKI, 2014)

Com base no seu potencial antioxidante, o tocoferol atua neutralizando os
radicais peroxila e bloqueando a peroxidagao lipidica, especialmente a peroxidagdao de
acidos graxos poli-insaturados. Isso ocorre devido a presenga de um grupo hidroxila em
seu grupo fenolico do anel cromanol que pode transferir atomos de hidrogénio produzindo
um produto ndo-radical (hidroperoxido lipidico) e um radical de a-tocoferol, que pode ser

regenerado de volta a sua forma nativa (LLORET et al., 2019; NIKI, 2014).
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O tocoferol ja foi sugerido em outras espécies do género Pereskia (BEHNAZ
HASSANBAGLOU, 2012; MALEK et al., 2009; SHARIF et al., 2015; SRI NURESTRI;
SIM; NORHANOM, 2009), porém a primeira vez em P. aculeata.

O esqualeno, um triterpeno produzido por fungos, bactérias, plantas e
animais, ¢ precursor para a biossintese de metabolitos secundarios como esterdis,
hormdnios ou vitaminas. Sua estrutura ¢ formada por uma cadeia de hidrocarbonetos com
seis unidades de isopreno, dando a ele carater lipidico. Suas ligagdes duplas fazem com
que ele seja um dos lipidios mais insaturados e sensiveis a oxidagcdo (LOZANO-
GRANDE et al., 2018; POPA et al., 2015). E considerado um triterpeno com valores
nutricionais, medicinais € cosméticos, com diversas aplicagdes farmacéuticas. Dentre
suas propriedades s3o sugeridas acgdo cardioprotetora, antioxidante, antitumoral,
antibacteriano, antifingico sendo também utilizado em suplementacdo alimentar

(LOZANO-GRANDE et al., 2018; POPA et al., 2015).

5.2.2 Teor de fenois

Os valores referentes ao teor de fenois estdo apresentado na Tabela 5. A
equacdo da reta obtida para a dosagem do teor de fenodis através de regressao linear dos
dados da curva foi y = 0,0168x + 0,0226 com coeficiente de correlagcdo de R? = 0,9992,
sendo os resultados expressos em pg de fendis por mg de amostra equivalente a acido
tanico (EAT).

Tabela 5 - Teor de fenois

Amostra EAT
(mg de fenois/g de amostra)
EBM 4850 + 1,33 %P
PHEX 58,87 +0,62°
PDCM 60,71 £0,58 2
PACEt 60,55 +1,82°
PHM 39,70 + 1,76 °

EAT: equivalente em acido tanico; EQ: equivalente a quercetina. Média das concentragdes +
desvio padrao em ensaios realizados em triplicata para as amostras descritas. Letras iguais
representam valores significativamente iguais entre as amostras (p<0,05). Legendas: EBM:
extrato metanolico; PDCM: parti¢do em diclorometano; PAcEt: particdo em acetato de etila;
PHM: particao hidrometandlica.

Com relacdo a concentragao de fenois nas amostras € possivel observar que a
PDCM e PACEt apresentaram maiores teores de fendis quando comparada as outras

amostras. Pinto et al (2012) por andlise em CCD identificaram a presenca de fenois em
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amostragem de diferentes extratos de P. aculeata. Em estudos realizados por Souza et al
(2016) foram encontrados os valores 15,04 + 0,67; 11,78 + 0,23 e 5,17 £ 0,41 mg
equivalente acido galico (EAG)/g de amostra, nos extrato em metanol, éter de petroleo e
cloroférmio, respectivamente. O conteudo de fendlicos foram correlacionados pelos
autores a atividade antioxidante encontrada. Sousa et al (2014) verificaram a presenca de
fenois nas concentragdes de 50,1+0,3, 95,6 £2,9 e 117,8 £2,5 mg EAG/g, nos extratos
aquoso, etanolico 70% e em acetona 80%, respectivamente, correlacionando a maior
quantidade de fenodis totais, a uma maior atividade antioxidante.

Hé poucos estudos sobre o perfil fenolico dessa espécie e outras do género.
Para P. grandifolia foram encontrados os valores de 38,54 + 0,48; 19,08 £+ 0,43; 45,99 +
0,30 e 35,79 + 0,33 mg de EAG/g para os extratos em metanol, hexano, acetato de etila e
aquoso, respectivamente (SRI NURESTRI; NORHANOM; SIM, 2010). Para P. bleo
foram descritos os valores de 27,88 + 0,28; 23,15 + 0,35; 40,12 + 0,66 ¢ 27,70 £ 0,18 mg
de EAG/g para os extratos em metanol, hexano, acetato de etila e aquoso, respectivamente

(SIM; SRI NURESTRI; NORHANOM, 2010).

5.3 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Embora existam diversas metodologias descritas para se determinar a
atividade antioxidante, ¢ importante considerar métodos consistentes e rapidos, avaliando
as vantagens e desvantagens descritas para cada um. Justifica-se assim, a necessidade de
utilizar mais de um método para tracar um perfil antioxidante de uma amostra com
diferentes constituintes, como extratos vegetais (KRISHNAIAH; SARBATLY;
NITHYANANDAM, 2011). Para tracar esse perfil, foram utilizadas quatro diferentes
metodologias que possuem como base a reducdo de radicais livres (método do DPPH,
fosfomolibdénio, NO) e inibi¢do do processo de peroxidacdo lipidica (método do -
caroteno/acido linoleico).

Como referéncias foram utilizadas substancias puras, como a quercetina,
acido ascorbico (vitamina C) e acido galico, de acordo com a metodologia descrita. O
acido ascorbico, utilizado no teste de formacdo do fosfomolibdénio, demonstrou sua
atividade antioxidante por proteger os fosfolipidios da membrana do dano peroxidativo e
ter uma eficiente eliminacdo de radicais livres. A quercetina ¢ um flavonoide encontrado
em diversas plantas, com potente acdo na peroxidag¢ao lipidica e neutralizag¢ao de radicais

livres (PISOSCHI; POP, 2015). O &cido galico, utilizado na metodologia do NO, esta
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amplamente presente no reino vegetal, podendo ser encontrado na forma livre ou como
derivado e também apresenta potente atividade antioxidante (BADHANI; SHARMA;
KAKKAR, 2015).

A atividade antioxidante foi avaliada pelos métodos do sequestro do radical
livre DPPH, inibicao da produ¢do de NO, descoramento do sistema [B-caroteno/acido

linoleico e redugdo do complexo fosfomolibdénio

5.3.1 Ensaio com DPPH

Nesse método, o DPPH ¢ capaz de sequestrar os atomos ou elétrons H™ na
presenca de substancias antioxidantes, que atuam como redutores. E possivel
dimensionar a atividade antioxidante pela alteracdo da coloracdo purpura para amarela,
caracteristica da sua forma reduzida (BONDET; BRAND-WILLIAMS; BERSET, 1997;
SOUZA et al., 2016).

Os valores referentes a atividade antioxidante estdo na Tabela 6.

Tabela 6 -Atividade antioxidante do extrato e particdes de Pereskia aculeata utilizando o radical

livre DPPH
QUER. EBM PHEX PDCM PAcEt PHM
CT 50 1,08+£0,10 324+12° 856+0,81° 3,41+0,61° 3,68+0,63 53,73+3,61"
(ug/mL)

Os ensaios foram realizados em triplicata e os valores estdo representados como média + e.p.m.
de Clso. *Valores significativamente diferentes da quercetina (p<0,001). Letras iguais
representam valores significativamente iguais entre as amostras (p<0,05). Legenda: EBM: extrato
metanolico; PHEX: partigdo em hexano; PDCM: partigdao em diclorometano; PAcEt: particdo em
acetato de etila; PHM: parti¢ao hidrometanolica.

Pinto et al (2012) relataram em estudo realizado por analise bioautografica
que a maioria dos compostos antioxidantes presentes em extratos da folha, que reagem
com o DPPH sao feno6licos. Souza et al. (2016) encontraram para P. aculeata valores de
ICs0 de 7090, 18270 e 81090 pug/mL para o extrato de metanol, éter de petrdleo e
cloroféormio, respectivamente. Outras espécies de Pereskia apresentaram resultados
diversos, como no estudo de Sri Nurestri; Norhanom; Sim (2010), no qual P. grandifolia

apresentou valores de ICso 860, 285 e 140 pg/mL, para os extratos em metanol, hexano e

acetato de etila, respectivamente.
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5.3.2 Inibi¢ao do radical NO-

O radical oxido nitrico (NOe) apresenta papel fundamental em diversos
processos bioldgicos, como neurotransmissao, relaxamento muscular e regulagdo imune,
sendo um potente vasodilatador. Porém, quando produzido de maneira exacerbada esta
relacionado ao estresse oxidativo, produzindo dano celular e levando a desordens
patolégicas (VASCONCELOS et al., 2007). Nesse sentido ¢ interessante encontrar
amostras capazes de diminuir sua produgao ou sequestra-lo.

Dentre os métodos descritos para detec¢ao da inibi¢ao da producgdo do radical
NOe, 0 mais utilizado ¢ o método de Griess, no qual o NPS na presenca de oxigénio forma
nitrito que, quando em contato com sulfanilamida, sofre uma reacdo de diazotagdo,
seguida pela complexagao com o NED, formando um cromoéforo réseo. Esse método €
especifico para nitrito ¢ ndo detecta nitrato (GREEN et al., 1982; SINGH et al., 2012;
VASCONCELOS et al., 2007).

Os resultados da inibicdo da producao do radical NOe das amostras estdao

apresentados na Figura 11.

Figura 11 - Efeito do extrato e partigoes de Pereskia aculeata avaliada pelo método de Griess na

inibi¢do do radical NOe
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Os ensaios foram realizados em triplicata ¢ os valores em cada coluna representam a média +
desvio padrao das concentragdes (png/ml). ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni foram
utilizados como teste post-hoc. Valores significativos: * Valores significativamente diferentes da
quercetina (P < 0.05); # Valores significativamente diferentes do Acido Galico (p<0,05). Letras
iguais representam valores significativamente iguais entre as amostras (p< 0,05). Legenda: EBM:
extrato metandlico; PHEX: parti¢do em hexano; PDCM: parti¢do em diclorometano; PAcEt:
particdo em acetato de etila; PHM: particao hidrometanolica.
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E possivel observar que, com exceg¢do da PHM, todas as amostras inibiram
50% ou mais da produgdo de nitrito. E em todas as concentra¢des, com exce¢do da
50pg/mL, as amostras obtiveram resultados iguais ou superiores ao acido galico, e nas
concentracdes abaixo de 100 pg/mL apresentaram resultados iguais ou superiores a
quercetina, padroes utilizados com controle positivo.

O bom resultado observado na PHEX, em todas as concentragdes quando
comparada a quercetina e ao acido galico, pode estar relacionado a presenca dos
triterpenos taraxerol e taraxasterol (Tabela 4) que em outros estudos demonstraram
possuir propriedade de diminuir a producdo de NO, PGE>, NF-kp, TNF-a, IL-6 ¢ IL-1f3
in vitro (PINTO et al., 2015b; YAO et al., 2013; ZHANG; XIONG; LIU, 2012).

Os resultados encontrados para PDCM e PAcEt podem estar relacionados ao

conteudo de fendis e flavonoides (Tabela 5).

5.3.3 Descoramento pelo sistema B-caroteno/acido linoleico

O método de co-oxidagao do B-caroteno/acido linoleico determina a atividade
de uma amostra em proteger um substrato lipidico da oxidag@o, com base na inibi¢cdo de
radicais livres gerados durante a peroxidagao do acido linoleico. Nesse método, ¢ avaliada
a descoloracao (oxidagdo) do B-caroteno frente aos produtos de degradacao do acido
linoleico (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006; SOUSA et al., 2014).

Na Figura 12 ¢ possivel observar os resultados da atividade antioxidante do
EBM, PHEX, PDCM, PAcEt e PHM frente a metodologia de descoramento pelo sistema

[-caroteno/acido linoleico.
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Figura 12 - Atividade antioxidante das amostras de Pereskia aculeata obtida pelo método [3-

caroteno/acido linoleico.
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Os ensaios foram realizados em triplicata ¢ os valores em cada coluna representam a média +
desvio padrao das concentracdes (pg/mL). Foi usado ANOVA “twoway”, seguido pelo teste de
Bonferroni. Valores significativos: *Valores significativamente diferentes da quercetina
(p<0,001). Letras iguais representam valores significativamente iguais entre as amostras
(p<0,05). Legenda: EBM: extrato metanolico; PHEX: parti¢ao em hexano; PDCM: parti¢do em
diclorometano; PAcEt: particdo em acetato de etila; PHM: parti¢do hidrometandlica.

A peroxidagdo lipidica ocorre devido ao ataque de uma ER deixando um
elétron desemparelhado no carbono, que sofre um rearranjo molecular, e ao interagir com
o O forma o radical peroxila. Essa reagdo ocorre até neutralizacao dos radicais formados
por agdo de agentes redutores, como antioxidantes lipossoluveis, que impedem a
peroxidacao lipidica a medida que eles doam um atomo de hidrogénio e param a reagao
em cadeia que causa dano lipidico na membrana (VASCONCELOS et al., 2007,
YADAV; YADAV; YADAV, 2014).

Nos resultados apresentados na Figura 12¢ possivel observar que na menor
concentracdo, o EBM inibiu 21,62% e nao apresentou diferenca estatistica em relagdo a
quercetina, que ¢ um potente inibidor da peroxidacdao lipidica mesmo em baixas
concentragdes, variando seu percentual de inibigdo entre 24% - 75%. Porém, na maior
concentragdo (38,46 ng/mL) o EBM inibiu 34%, ndo mostrando diferenga estatistica com
PHM, que mostrou ter um perfil dose dependente, nao apresentando atividade na menor
concentragao e atingindo 35% na maior.

O PHEX também mostrou um comportamento dose dependente, chegando a
inibir a peroxidagdo lipidica em 54% na maior concentra¢do. Essa inibicdo pode estar

relacionada com a presenca do tocoferol (Tabela 4), um potente antioxidante.
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As amostras PDCM e PAcEt mostraram perfis muito parecidos na inibigao
da peroxida¢do nao mostrando diferenca estatistica entre elas, indo de 0,8% a 21% para
a primeira e de 2% a 17% para a segunda.

Souza et al. (2014) descreveram para P. aculeata percentuais de 75,6%,
81,2% e 63,5% para os extratos aquoso, etanolico 70% e em acetona 80%,
respectivamente.

Sim; Sri Nurestri; Norhanom (2010) encontraram para P. bleo valores de
inibicdo variando de 34,62 % - 72,96% para o extrato metanolico, 40,57% - 73,31%
extrato em hexano, 42,21% - 83,68% extrato em acetato de etila e 27,97% - 46,17% para

0 extrato aquoso.

5.3.4 Modelo de formag¢ao do complexo fosfomolibdénio

Esse teste ¢ capaz de determinar a capacidade da atividade antioxidante total
de uma amostra, baseando-se na redug¢dao do molibdénio IV em molibdénio V por um
agente redutor (antioxidante), e a complexacdo do mesmo com o fosfato em meio acido,
com formac¢do do fosfomolibdénio V, que possui coloragdo verde (PRIETO; PINEDA;
AGUILAR, 1999).

Esse método apresenta como vantagem a solucao da limitagdo referente a
solubilidade da amostra, pois avalia tanto compostos lipofilicos quanto hidrofilicos em
misturas complexas de maneira simples e com baixo custo (MERINO et al., 2015;
PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). Os resultados do teste de formagao do complexo
fosfomolibdénio, que se encontram na Figura 13, estdo expressos em porcentagem de
reducdo de molibdénio em comparagao a atividade do acido ascérbico, considerada como

100%.
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Figura 14 - Atividade antioxidante das amostras de Pereskia aculeata avaliada pelo método de

formagao do fosfomolibdénio
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Os ensaios foram realizados em triplicata e os valores estao representados como média £+ desvio
padrao de EAA.ANOVA, seguido pelo teste de Bonferroni foram utilizados como teste post-hoc.
*Valores significativamente diferentes da quercetina (p<0,05); #Valores significativamente
diferentes do Acido Ascorbico (p<0,05). Letras iguais representam valores significativamente
iguais entre as amostras (p< 0,05). AA: 4cido ascorbico; Querc.: quercetina. EAA: equivalente
em acido ascorbico; EBM: extrato metanolico; PHEX: particdo em hexano; PDCM: particdo em
diclorometano; PAcEt: particdo em acetato de etila; PHM: parti¢ao hidrometandlica.

O melhor resultado foi encontrado para PAcEt, que apresentou 21% da acao
antioxidante do acido ascérbico, o padrao referéncia utilizado. Apesar da baixa atividade
encontrada neste modelo, o resultado ¢ relevante, pois os extratos de P. aculeata sao
constituidos por uma mistura de substancias e alguns constituintes podem nao possuir
atividade antioxidante.

Analisando de maneira geral, ¢ possivel observar com os resultados obtidos
que para o perfil antioxidante dos extratos de P. aculeata no método do descoramento do
B caroteno, PHEX se mostrou mais eficiente, seguido pelo EBM, PDCM, PAcEt e PHM.
Quanto a capacidade de reducao de radicais livres, no DPPH todas as amostras, exceto
PHM, se mostraram estatisticamente iguais em relagdo a quercetina; na inibicdo da
produgdo de nitrito, a PHEX apresentou uma melhor agdo quando comprada aos padrdes,
seguida pelo EBM, PDCM, PAcEt e PHM. No método de redugao do fosfomolibdénio, a
PACcEt obteve um percentual melhor em relagdo as outras amostras. Isso pode ocorrer
visto que as amostras sdo extratos complexos, compostos por constituintes de diversas
polaridades, além de que esses métodos antioxidantes detectam caracteristicas variaveis
nas amostras, explicando a razdo de diferentes métodos de deteccdo levarem a diferentes
resultados (SIM; SRI NURESTRI; NORHANOM, 2010). Porém, de maneira geral,

PHEX e PACcEt, foram as mais promissoras.
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5.4 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIGLICANTE

O método fundamenta-se na reacao entre o BSA e a frutose e/ou glicose
(acucar), que favorece a formagdo de AGEs que sdo mensuradas por um subconjunto de
produtos fluorescentes, como a pentosidina e a argipiridina. Avalia-se a inibi¢ao da
fluorescéncia especifica gerada durante o curso da glicagdo e consequente formagao de
AGEs (FARSI et al., 2008). Como controle positivo foi usado a aminoguanidina que ja
possui atividade descrita na inibi¢do da formacdo de compostos intermedidrios de
carbonila, e a quercetina que também ja demonstrou uma potente a¢ao antiglicante em
todas as etapas da glicagdo (ASHRAF et al., 2015; KUMAR PASUPULATI; CHITRA;
REDDY, 2016).

Os valores referentes a atividade antiglicante da aminoguanidina, quercetina,
EBM, PHEX e PAcEt em diferentes concentracdes apos 7 dias estdo representados na

figura 14 (A) e (B), respectivamente.

Figura 14 - Percentual de inibicdo da glicagdo do extrato e parti¢des das folhas de P. aculeata na

presenca da frutose (A) e glicose (B).
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Os ensaios foram realizados em triplicata ¢ os valores em cada coluna representam a média +
desvio padrao das concentragdes (png/ml). ANOVA twoway, seguido pelo teste de Bonferron.
Valores significativos: * Valores significativamente diferentes da quercetina (p<0,001); # Valores
significativamente diferentes da Aminoguanidina (p<0,001). Letras iguais representam valores
significativamente iguais entre as amostras (p< 0,05). Legenda: EBM: extrato bruto metanolico;
PHEX: particdo em hexano; PAcEt: particao em acetato de etila.

Sabe-se que a susceptibilidade a glicacao estd vinculada a estrutura do agucar,
sendo relacionada com forma de cadeia aberta, que varia de 0,0002% para glicose a 0,7%
para frutose. Isso justifica a glicose, mesmo sendo mais estidvel, ser o aglicar menos
reativo, e a frutose e seus derivados mais reativos. Outros fatores que influenciam incluem
o comprimento da cadeia do acucar e a reatividade dos seus grupos funcionais. A glicose
¢ 0 aclicar mais comumente encontrado em sistemas bioldgicos e que mais contribui para
a glicacdo de proteinas, podendo também ser convertida em frutose através da via do
poliol. A frutose ¢ um agucar natural comum na dieta didria, sendo ingerido através de
uma alimentacao natural, mas também pelos industrializados através da adi¢ao usual do
xarope de frutose a bebidas industrializadas (BARBOSA et al., 2016; TORRES et al.,
2018; VISTOLI et al., 2013). Dado a importancia desses dois aglicares na formagao de
AGEs, ambos foram avaliados.

Como demonstrado na Figura 15 A e B, as amostras reagiram de maneiras
diferentes de acordo com o agucar usado, porém atingindo de maneira semelhante os
mesmos percentuais de inibicao. A quercetina atuou na glicagao de maneira mais eficiente
com a frutose atingindo percentual de 44% na menor concentragdo, conforme ja era

esperado. Com a glicose esse percentual foi de 20%.
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Em relacio a frutose, o EBM e a PAcEt se mostraram semelhantes
estatisticamente até a concentragdo de 0,15 mg/mL, porém em apenas uma concentracao
o EBM se encontrou menor que a aminoguanidina. Nas maiores concentragdes o PAcEt
se mostrou melhor que a aminoguanidina com percentuais de inibi¢cao de 33,9%, 44,75%
e 57,83%. O PHEX nao mostrou atividade nas menores concentragdes, atingindo 52% de
inibi¢do na maior concentragdo. Utilizando a glicose, os resultados obtidos das amostras
se mostraram semelhantes na concentragdo de 0,15 mg/mL variando entre 12% e 13%,
ndo se mostrando diferentes estatisticamente da aminoguanidina. Nas maiores
concentragcdes a PHEX atingiu valores de 33%, 45% e 57%, sendo maior ou igual aos da
aminoguanidina.

Nesse sentido, podemos atribuir uma melhor atividade antiglicante as maiores
concentracoes de PHEX e PACcEt, para ambos agucares quando comparadas a
aminoguanidina. Esse resultado corrobora com a literatura que associa a atividade
antiglicante a presenca de substancias fenolicas (FARSI et al., 2008), que nessas amostras
tiveram uma maior concentracdo. Porém, se correlacionarmos com a atividade
antioxidante, as amostras se comportaram de maneira diferente, pois o EBM e PHEX

foram as que apresentaram melhor atividade antioxidante nos métodos avaliados.

5.5 AVALIACAO DA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade celular foi mensurada através do ensaio MTT. Esse método
baseia-se na reducdo do MTT (cor amarela) em cristais de formazan (cor parpura) por
células vidveis com metabolismo ativo. O formazan ¢ quantificado e a intensidade da cor
esta proporcionalmente relacionado ao numero de células vidveis. Este ensaio ¢
amplamente utilizado para avaliar os efeitos citotoxicos in vitro de drogas em linhas
celulares (BAHUGUNA et al., 2017; RISS et al., 2004; VAN MEERLOO; KASPERS;
CLOOS, 2011).

A espécie P. aculeata é conhecida por suas propriedades nutricionais, como
alto teor de proteinas, minerais, vitaminas e fibras (SILVA et al., 2018), porém ha poucos
estudos sobre sua toxidade.

Um estudo realizado por Pinto et al (2015b) avaliou uma formula¢ao com
extrato hexanico de P. aculeata quanto a irritacdo dérmica aguda, mostrando que a
formulagdo ndo causou irritagdo. O mesmo autor, em outro estudo demostrou que

formulacdes com extrato hexanico e hidrometanolico aceleraram o processo de
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cicatrizac¢do de feridas em camundongo (PINTO et al., 2016). A fim de corroborar esses
resultados, avaliou-se neste trabalho como o extrato e particdes de P. aculeata se
comportariam frente a células encontradas na pele como queratindcitos (HaCat) e
fibroblasto (L929).

As duas linhagens de células foram tratadas com concentracdes de extratos

variando de 100 a 6,25 pg/mL e os resultados estdo representados na Figura 15 e 16.

Figura 15 - Viabilidade celular das células HaCat frente ao extrato e particdes das folhas de

Pereskia aculeata
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Os ensaios foram realizados em quadriplicata e os valores em cada coluna representam a média
+ desvio padrao das concentragdes (ng/mL). ANOVA seguido pelo teste de Bonferron. *Valores
significativamente diferentes do controle negativo (p<0,05). Valores significativos; **Valores
significativamente diferentes do controle negativo (p<0,01); *** Valores significativamente
diferentes do controle negativo (p<0,001). Legenda: EBM: extrato metanolico; PHEX: parti¢do
em hexano; PDCM: parti¢do em diclorometano; PAcEt: particio em acetato de etila; PHM:
parti¢do hidrometanolica.
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Figura 16 - Viabilidade celular das células L929 frente ao extrato e particdes das folhas de

Pereskia aculeata
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Os ensaios foram realizados em quadriplicata e os valores em cada coluna representam a média
+ desvio padrao das concentragdes (g/mL). ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni. *Valores
significativamente diferentes do controle negativo (p<0,05); **Valores significativamente
diferentes do controle negativo (p<0,01); *** Valores significativamente diferentes do controle
negativo (p<0,001). Legenda: EBM: extrato metandlico; PHEX: particdo em hexano; PDCM:
particdo em diclorometano; PAcEt: particdo em acetato de etila; PHM: particdo hidrometanolica.

Segundo a ISO 10993-5 (2009) ¢ considerado efeito citotoxico quando ha

reducdo da viabilidade celular em mais de 30%, o que ndo foi observado nesse

experimento visto que na presenca dos extratos, em todas as concentragdes, a viabilidade

celular foi acima de 70%.
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Ademais, com os resultados observados ¢ possivel sugerir que a amostra
PHEX possui agdo cicatrizante, visto que apresentou resultado superior ao controle
negativo nas duas linhagens celulares nas concentragdes de 50 a 12,5 pg/mL,
corroborando com estudos realizados por Pinto et al (2016).

Esse efeito ¢ sugerido uma vez que queratindcitos e fibroblastos sdo células
que restabelecem a composicao normal da matriz celular e extracelular da pele, e estdo
envolvidas nos diversos estagios da cicatrizacdo (CHIGURUPATI et al., 2012; DAS;
BAKER, 2016). As outras amostras sao potenciais candidatas para estudos relacionados

a cicatrizacao.
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6 CONCLUSAO

Diante do exposto ¢ possivel dizer que este trabalho contribui de maneira
significante para o conhecimento e estudo da espécie P. aculeata.

A andlise da constituicado quimica da PHEX nos permite inferir que ela possui
dentre seus componentes, constituintes triterpénicos como taraxerol e taraxasterol,
fitoesterdis como campesterol, estigmasterol e sitosterol, além de fitol e tocoferol,
relatado pela primeira vez na espécie.

De maneira diversa, todas as amostras demonstraram possuir atividade
antioxidante, podendo destacar a PHEX que em distintos testes se destacou.

Para atividade antiglicante PHEX e PAcEt apresentaram melhor resultado.

As amostras ndo se mostraram citotoxicas no teste de viabilidade celular
frente as linhagens 1.2929 (fibroblasto) e HaCaT (queratinécito).

Este estudo encoraja perspectivas futuras para estudos quimicos, como
identificacdo e isolamento dos outros extratos, como PAcEt ¢ PDCM, e estudos

farmacologicos mais refinados das diversas partigdes de P. aculeata.
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CAPITULO?2

ESTUDO DA ESTABILIDADE DE FORMULACAO TOPICA
INFLATIV CONTENDO Pereskia aculeata Miller
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1 INTRODUCAO

A medicina tradicional desenvolveu conhecimento e experiéncia quanto a
selecdo e identificagdo de plantas, métodos de preparacao, regulagdo de dose e toxicidade.
No passado, isso auxiliou o desenvolvimento de diversos farmacos, podendo concluir que
se aplicado esse conhecimento novamente, novos farmacos poderdo ser desenvolvidos
(YUAN et al., 2016).

Os farmacos origindrios de produtos naturais podem ser divididos em treés
classes: fitoterdpicos, fitofarmacos e fitocosméticos. Os fitofarmacos sdo usados
diretamente como insumos ativos para manipulacio de medicamentos, pois sao
compostos quimicos puros isolados de plantas e/ou seus derivados. Os medicamentos que
possuem uma mistura de compostos quimicos indefinidos, como extratos de plantas ou
derivados s3o chamados de fitoterapicos. Nao possuem substincias isoladas nem
associagdes com ativos sintéticos. Os fitocosméticos sdo produtos que possuem ativo de
origem vegetal, seja extrato ou oOleo essencial, definindo a ag¢do do produto
(FIGUEIREDO; MARTINI; MICHELIN, 2014; PIMENTEL et al., 2015).

Um levantamento realizado por Berlinck et al. (2017) constata que a busca
por novos produtos a base de produtos naturais vem aumentando, e uma das justificativas
¢ o fato de que nos ultimos 15 anos houve um aumento no aporte de financiamentos
voltados a ciéncia brasileira. A pesquisa realizada no Brasil se encontra, em 69% de sua
extensdo, nas universidades brasileiras.

Inspirados por essa busca da promogao da satide ou prevencao de doengas no
periodo de 1981 a 2010, os farmacos registrados no mundo com relacao direta com a
biodiversidade somaram pelo menos 27% (PIMENTEL et al., 2015; YUAN et al., 2016).
E no periodo de 1940 e 2014 estima-se que das 175 moléculas aprovadas para o
tratamento do cancer, 49% foram oriundas de produtos naturais ou diretamente derivados
deles (NEWMAN; CRAGG, 2016).

Segundo Lordaniet al. (2018), dentre os farmacos desenvolvidos pela
industria farmacéutica para cura de doencas, apenasl a 3% de todas essas drogas
destinam-se ao uso na pele ou em feridas cutaneas, dentre estes um terco obtido a partir
de plantas.

No intuito de avaliar extratos vegetais e derivados, o grupo de pesquisa do
Laboratdrio de Produtos Naturais Bioativos (LPNB) do Departamento de Bioquimica da

Universidade Federal de Juiz de Fora, desenvolve pesquisas relacionadas a busca de
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novas moléculas e elaboragdo de produtos finais acabados (fitoterapicos e
fitocosméticos).

Nesse contexto, esse trabalho traz o estudo da estabilidade de formulagdes
desenvolvidas por Pinto (2017) com extrato (PHEX) de Pereskia aculeata Miller
(INFLATIV 6% e 12%) registrada com o numero da patente BR10201501757 INPI, que
se mostraram promissoras na cicatrizagdo, acelerando o fechamento da ferida,
aumentando a taxa de fluxo sanguineo e deposi¢do de colageno, apresentando menos
fibroplasia, vasos sanguineos e células inflamatérias no local (PINTO et al., 2016), a fim

de registrar um novo farmaco para uso topico.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PELE E OS PRODUTOS NATURAIS

A pele € uma barreira fisiologica e anatomica entre o ambiente e o organismo,
ela promove protecdo contra agressodes fisicas, quimicas e microbioldgicas. Nos animais
ela determina as formas e caracteristicas das racas. E considerada um 6rgéo sensorial
sendo sensivel ao calor, ao frio, a dor, ao tato e a pressao, além de participar da sintese de
vitamina D3, na regulacao da temperatura corpdrea e secre¢ao de eletrolitos, dentre outras
fungdes (FERNANDES, 2017; LUCAS, 2008; SOUSA & VARGAS, 2004).

Nos animais, os pelos e a pele podem variar quali e quantitativamente entre
as diferentes espécies, entre as racas dentro de uma mesma espécie e individualmente
entre animais de uma mesma raga, dependendo da idade e do sexo. Nos animais de
estimacao de pequeno porte, como gatos € cachorros a espessura da pele varia de 0,4 a 2
mm e de 0,5 a 5 mm, respectivamente, e os pelos sdo mais abundantes nas areas mais
espessas, acompanhando o comportamento da pele (LUCAS, 2008).

As feridas cutineas sdo um disturbio da integridade dos tecidos epiteliais e
subjacentes devido a violéncia ou trauma, podendo causar alteracdes anatOomicas e
funcionais, sendo uma apresentagdo comum na pratica de cuidados de pequenos animais
DUQUE et al., 2016; KOZAR; HAMILTON; KOSCOVA, 2019; LORDANI et al.,
2018).

A cicatrizagdo ¢ um processo dindmico e complexo que envolve os processos
de inflamagdo, reepitelizagdo, formacdo de tecido granulado, neovascularizacdo e
remodelamento da matriz extracelular, sendo necessario o envolvimento de diversas
células e mediadores quimicos, que leva ao restabelecimento da integridade e homeostase
tecidual gerando a substituicdo do tecido lesionado por um tecido conjuntivo
vascularizado (DUQUE et al., 2016; KOZAR; HAMILTON; KOSCOVA, 2019;
LORDANTI et al., 2018; PINTO et al., 2016).

Em animais domésticos, o tratamento e cura de feridas cutdneas sdo mais
dificeis, pois dependem de um manejo complexo, controle de infec¢dao local e/ou
sistémica, protecao dos tecidos subjacentes e inducao de regeneragdo do tecido cutaneo,
tendo o tipo de lesdo determinativo se o processo de cura serd agudo ou croénico

(LORDANI et al., 2018; ZUBIN et al., 2015).
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Uma cicatrizacdo bem-sucedida de feridas muitas vezes depende da aplicagao
de uma intervencao terapéutica apropriada. Os métodos atuais usados para tratar feridas
incluem desbridamento, enxertos de tecidos, irrigacdo, enzimas proteoliticas e
antibiodticos, porém sao métodos frequentemente caros, ineficazes e podem induzir
reacoes adversas. Portanto, novas opg¢des alternativas para auxiliar no processo de
cicatrizagdo com menos efeitos adversos, menor custo e menor tempo de cicatrizagao se
fazem necessarias (DUQUE et al., 2016; KOZAR; HAMILTON; KOSCOVA, 2019;
LORDANTI et al., 2018; ZUBIN et al., 2015).

Historicamente, produtos naturais com propriedades terapéuticas vém sendo
utilizados na medicina popular na prevencao e tratamento de diversas doencas. Esse
conhecimento foi levado as grandes industrias farmacéuticas fazendo com que novos
farmacos fossem descobertos, e hoje aproximadamente 75% dos agentes anti-infecciosos
sao produtos naturais ou derivados (ALVES et al., 2014; LORDANI et al., 2018).

Neste contexto, estudos com plantas medicinais com efeitos cicatrizantes vém
sendo realizados e alcangam resultados promissores. Em uma revisao realizada por
Lordani et al. (2018) sdo relatadas plantas com atividade cicatrizantes, com a espécie Leea
macrophylla que ¢ descrita com efeitos de cura, pois aumenta a sintese de colageno,
estimula a producdo de antioxidantes, reduz os niveis de fatores pré-inflamatorios e
melhora a proliferagao celular. Um unguento feito a partir de Struthanthus vulgaris
estimulou o fechamento de lesdes, a formagdo de tecido granulado, a proliferacdo e a
organizag¢do das fibras de colageno. Cynodon dactylon apresentou atividade antioxidante
e estimulou a formagdo do colageno e a cicatrizacdo. A Caesalpinia mimosoides
estimulou a reepitelizagdo da camada epidérmica e a contracao das lesoes.

Estudo realizado por Duque et al. (2016) demostrou que um gel fitoterapico
contendo extrato de Cecropia pachystachya promoveu a aceleragdo do processo de

cicatrizagdo quando comparado ao grupo controle.

2.2 INDUSTRIA VETERINARIA

Por possuirem uma cadeia produtiva semelhante, a induastria farmacéutica
veterinaria compartilha muitos fArmacos na sua terapéutica com a industria farmacéutica
de saude humana, a primeiro possuindo fungdo complementar ao segundo, uma vez que

facilita a diluicdo dos elevados custos de pesquisa e desenvolvimento (P&D), leva a
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diversificagdo de suas atividades e aumenta a competitividade entre as industrias
(BARBOSA; CARRER; RUIZ, 2017; CAPANEMA et al., 2007).

Pode-se caracterizar a industria veterinaria em dois modelos de atuagdo: o
primeiro sdo as grandes industrias internacionais quimico-farmacéuticas com atuagao
mundial que caracterizam-se por liderar o processo de inovagao, e o segundo sdo as
industrias nacionais de pequeno porte, essas especializadas em necessidades locais e
nichos de mercado (BARBOSA; CARRER; RUIZ, 2017; CAPANEMA et al., 2007).

O setor que mais cresce ¢ o setor de animais de estimagdo (pet). No ano de
2016, o Brasil possuia uma populagdo que ultrapassava 130 milhdes de pet, ocupando o
terceiro maior mercado pet do mundo em faturamento (Figura 17), (CNDL, 2017,

SEBRAE, 2017).

Figura 17 - Populag@o de animais no Brasil
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No ano de 2016 houve um aumento 4,9% no faturamento em relagao a 2015,
enquanto no ano de 2017 esse crescimento foi de 7,9% em relagdo ao ano anterior (Figura

18) (SEBRAE, 2017).

Figura 18 - Faturamento do mercado pet brasileiro em 2017
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Pet Food (alimento completo), Pet Care (equipamentos, utilidades e produtos para higiene e
beleza) e Pet Vet (medicamentos veterinarios). Fonte:(ABINPET, 2018)
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Em pesquisa realizada pela Confederagao Nacional de Dirigentes Lojistas de
Sdo Paulo (CNDL-SP) (2017) foi investigado o perfil e habitos de compra de
produtos/servicos para animais de estimacdo onde a prioridade dos proprietarios sao
propiciar uma alimentagdo saudavel (79,2%) aos animais e cuidados com a saude
(78,8%). O que representa um gasto de 88% com ragdes e 50% com medicamentos e
vitaminas.

Atualmente hd um crescimento na procura por produtos naturais, fazendo
com que o uso de medicamento fitoterapico e plantas medicinais esteja em ascensao. Isso
repercute nos animais por influéncia dos proprietarios, gerando uma oportunidade no
desenvolvimento de novos fitoterdpicos veterinarios(BRUNO; MARQUES; CARDOSO,
2016).

A regulamentacdo da legislagcdo veterinaria fica a cargo do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA), que aborda a produgdo de produtos
veterinarios, inclusive os de origem vegetal. No entanto existe pouca regulamentacao
sobre fitoterapicos veterindrios (BRUNO; MARQUES; CARDOSO, 2016; GOLDIM,
2007).

No entanto, existem empecilhos que dificultam a inovacdo na industria
veterinaria como a prote¢ao da propriedade intelectual, a capacidade de produgao, bem
como a estratégia comercial. Assim, métodos sdao elaborados para minimizar essa
dificuldade, como o desenvolvimento de produtos similares aqueles inovadores e
parcerias com universidades, transformando em novas tecnologias produtivas o

conhecimento adquirido (BARBOSA et al., 2017; BERLINCK et al., 2017).

2.3 ESTUDO DA ESTABILIDADE DE FORMULACAO SEMISSOLIDA

Emulsdes sdo preparagdes farmacéuticas semissolidas de dois ou mais
liquidos imisciveis, tendo como condi¢do para homogeneidade a jungdao de uma fase
dispersa insoluvel na fase dispersante, e neutralizando as forgas de tensdo da superficie
na interface por um tensoativo, responsavel pela unido das duas fases. Sio compostas por
uma fase aquosa, uma fase oleosa e emulsificantes, sendo possivel incorporar compostos
com fungdes especificas. Podem ser classificadas de acordo com a hidrofilia ou lipofilia
da fase dispersante, classificando-se em emulsdes 6leo em agua (O/A) ou dgua em 6leo
(A/0) (KOWALSKA; ZIOMEK; ZBIKOWSKA, 2015; MENDONCA et al., 2009;
ZANIN et al., 2001).
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Porém, emulsdes sdo sistemas termodinamicamente instaveis e podem sofrer
diversas alteracdes por fatores ambientais e/ou relacionadas ao proprio produto, como
pH, processo de produgdo, excipientes e processos fisico quimicos. Dentre as alteragdes
pode-se destacar separacdo gravitacional, floculagdo, coalescéncia, inversdao de fases,
entre outros (KOWALSKA; ZIOMEK; ZBIKOWSKA, 2015; SANTOS, 2015;
SPAGNOL et al., 2016). Portanto, ¢ necessario manter a estabilidade farmacéutica das
emulsoes a fim de nao haver perda do efeito desejado.

As agéncias reguladoras brasileiras como a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA)
sdo os Orgdos responsaveis por elaborar normas técnicas, pela fiscalizacdo e
acompanhamento do uso de medicamento por humanos e animais, respectivamente. Em
outros paises a regulamentacdo para o uso de medicamentos em humanos ¢ feito pela
Food and Drug Administration (FDA), nos Estados Unidos e a Agéncia Europeia para
Avaliacao de Produtos Medicinais (EMEA) na Europa (GOLDIM, 2007).

A estabilidade de produtos farmacéuticos veterinarios ¢ de responsabilidade
de regulamentacdo do MAPA. Atualmente vigora a Instru¢do Normativa (IN) N° 15, de
09 de maio de 2005, porém no ano de 2011 foi aberta uma consulta publica para
atualizacdo da IN que foi registrada pela PORTARIA SDA N° 105, de 18 de maio de
2011 (BRASIL, 2011; BRASIL, 2017).

A estabilidade de um produto depende de condigdes intrinsecas e extrinsecas,
onde no primeiro caso esta relacionado as intera¢des no proprio produto, do produto com
o material de acondicionamento e fatores fisico-quimicos, como pH, reagdes de oxido-
redugdo e hidrélise. No segundo caso esta relacionado a interagdo com o meio externo ao
qual o produto estd exposto, como incidéncia de luz, tempo, temperatura, oxigénio,
umidade, vibragdo e microrganismos (BRASIL, 2004; BRASIL, 2005; ISAAC et al.,
2008).

Segundo SANTOS (2015) e ZANIN et al. (2001), a estabilidade de um
produto esta relacionada com a estabilidade fisica, quimica, microbioldgica, terapéutica
e toxicoldgica do mesmo, onde:

e Estabilidade fisica: aborda a integridade da substancia ativa e seus
produtos de degradagdo. Determinando as caracteristicas fisicas do
medicamento e reter sua forma inalterada. Sendo afetada por vibragdes

e impactos, flutuacdes de temperatura e umidade;
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e Estabilidade quimica: ¢ a de maior importancia e de facil avaliacao,
estd relacionada com a capacidade do produto em manter a identidade
molecular e conformagado espacial. Pode ser alterada por temperatura,
umidade, luz, pH, entre outras;

e Estabilidade microbiologica: esta relacionada a manutencao da
esterilidade ou resisténcia ao crescimento microbiano, dentro dos
requisitos especificados;

e Estabilidade terapéutica: verifica-se que ndo ha alteracdo significativa
no efeito terapéutico esperado;

e [Estabilidade toxicoldgica: verifica-se que nao ha aumento na
toxicidade por produtos de degradagdo, tanto pela substincia ativa
como por excipientes.

O estudo da estabilidade ¢ um procedimento preditivo, onde € possivel avaliar
o desempenho, seguranga, eficacia e a aceitagdo pelo consumidor do produto. E baseado
em dados obtidos de comportamento do produto sob determinadas condigdes de estresse
que visam acelerar alteragdes passiveis de ocorrer em determinado intervalo de tempo,
que podem ocorrer no periodo de validade. No entanto, condigdes extremas podem
provocar aceleracdo no envelhecimento do produto que nao ocorreria normalmente.
Porém, mesmo com esse procedimento para predizer o comportamento do produto, os
resultados ndo sdo absolutos, mas existe a probabilidade de sucesso (BRASIL, 2004).

No ano de 2005, as zonas climaticas foram divididas em cinco de acordo com
a prevaléncia anual das condigdes climaticas, sendo necessario realizar os estudos de
estabilidade observando os critérios estabelecidos para o qual o produto ¢ destinado. A
ANVISA considerou as condi¢des da regiao IV-B, clima quente e muito imido, como
sendo as do Brasil (BRASIL, 2005; ORIQUI et al., 2011).

Um teste importante para a triagem do desenvolvimento de uma formulagao
¢ o teste de centrifugagdo, pois permite observar se a homogeneidade da féormula
permanece integra mesmo depois de passar por periodo de estresse forcado, havendo
necessidade de reformulagdo a qualquer sinal de instabilidade. Quando a formulagao ¢
aprovada nesse teste ela segue para os testes de estudo de estabilidade (FIGUEIREDO;
MARTINI; MICHELIN, 2014).
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Segundo a IN n° 15 de 2005 do MAPA o estudo da estabilidade pode ser

dividido em: estudo de estabilidade acelerado, estudo de estabilidade de longa duragdo e

estudo de estabilidade de acompanhamento. Sendo definidos como:

Estudo de estabilidade acelerado (EEAce): ¢ projetado para acelerar a
degradacdo quimica e/ou mudangas fisicas de um produto em
condicdes forcadas de armazenamento em um periodo relativamente
curto de tempo;

Estudo de estabilidade de longa duracao (EELD): os resultados sao
usados para confirmar o prazo de validade. E realizado para verificar
as caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e microbiologicas de um
produto durante o prazo de validade em um periodo igual ou superior
ao estimado;

Estudo de estabilidade de acompanhamento (EEA): ¢ um estudo de
longa duragdo, realizado periodicamente a fim de verificar se os
produtos mantém suas caracteristicas fisicas, quimicas, biologicas e
microbiologicas similares aos apresentados para estabelecimento do

prazo de validade.

Segundo legislagdo do MAPA, ¢ possivel ter a concessdo do prazo de

validade provisério de 24 meses, sendo necessario apenas apresentar o resultado do

EEAce, desde que o produto cujas substancias ativas sejam consideradas estaveis, com

degradagdo igual ou inferior a 5%, e os outros pardmetros de qualidade permanecem

dentro das especificacdes (BRASIL, 2005).

Para a concessao do prazo de validade provisério o EEACe devera acontecer

em camara climatizada, nas condigdes observadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Condigoes para Estudo de Estabilidade Acelerada (EEACe)

Condicoes Tempo de teste Frequéncia dos testes

40°C £ 2°C/75 % £+ 5% de UR  Periodo de 6 (seis) meses 0; 1;2; 3 e 6 meses
50°C £2°C/90 % £ 5% de UR  Periodo de 3 (trés) meses 0; 1; 2 e 3 meses

Fonte: BRASIL, 2005

Os testes EELD devem acontecer em camara climatizada na(s) condi¢cdo(des)

critica(s) de temperatura de armazenamento (Tabela 9), nos tempos 0; 3; 6; 9; 12; 18 ¢ 24



72

meses; € anualmente, apds o segundo ano até o prazo de validade declarado. Os produtos
de degradacdo devem ser identificados e quantificados, quando apresentarem relevancia

terapéutica ou toxicologica, a fim de se obter concessao de prazo de validade definitivo.

Tabela 9 - Condicdes para teste de Estudo de Estabilidade de Longa Duracao (EELD)

Recomendacoes Condigoes do teste
Conservar a temperatura ambiente 30°C £2°C/ 65% + 5% de UR
Sensiveis a temperaturas baixas 15°C £2°C/ 65% =+ 5% de UR

Conservar sob refrigeragdo, congelado  Procedimento ¢ analogo ao descrito para os
oua-18°C produtos  conservados 4  temperatura
ambiente, com excecao das temperaturas

criticas

Fonte: BRASIL, 2005

O EEA depende da quantidade de producdo anual que a empresa pretende
produzir do medicamento, pois em uma producao igual ou superior a 15 lotes/ano os testes
devem ocorrer pelo menos em um lote produzido anualmente. Quando a producgdo ¢
inferior a 15 lotes/ano esse espaco de tempo pode ser ampliado, sendo necessario realizar
os testes pelo menos em um lote a cada dois anos, sendo necessario realizar os testes no
tempo 0 e apods cada ano, até o prazo de validade declarado. (BRASIL, 2005).

As caracteristicas e forma do produto farmacéutico, assim como o0s
componentes da formulagdo fazem com que o pesquisador possa adequar quais serdo os
parametros a serem avaliados, tendo a precaucdo de selecionar os testes que melhor
representem o conjunto de parametros que avaliam a estabilidade do produto, buscando
indicios que levem a conclusdes sobre a estabilidade e com o objetivo de investigar as
formulagdes em etapas, devendo estar atento para ndo extrapolar as condig¢des, pois ao
invés de acelerar o envelhecimento do produto pode causar alteragdes exacerbadas
(BRASIL, 2004; FIGUEIREDO; MARTINI; MICHELIN, 2014).

Os parametros a serem avaliados podem ser classificados em organolépticos,

fisico-quimicos e microbioldgicos, conforme mostrado na Tabela 10.
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Tabela 10 - Parametros avaliados na formulagdo

Parametros Avaliar
Organolépticos Aspecto, cor, odor e sabor (quando aplicavel)
Fisico — quimicos pH, viscosidade, densidade, e monitoramento de

componentes da formulagdo
Microbiolédgicos Contagem microbiana e Challenge Test (teste de desafio

do sistema conservante).

Fonte: (BRASIL, 2004)

Para o inicio do estudo de acompanhamento ¢ necessario que o estudo de
longa duragdo ja tenha sido concluido, pois ndo pode haver alteragdes no processo de
obtenc¢do do produto, material de embalagem primaria ou mesmo na formulagdo apos o
inicio do mesmo (CASTRO; CHINCHILLA, 2005).

O estudo de estabilidade ¢ importante ndo s para estabelecer um prazo de
validade para o produto, mas também durante processos de peticdo de registro de
medicamento (inovador, genérico, similar) e alteracdes de poés-registro, a fim de
complementar a documentagdo exigida pelos 6rgios reguladores (ANVISA, MAPA,
FDA, entre outros) (CASTRO; CHINCHILLA, 2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o estudo da estabilidade acelerada com INFLATIV, necessario para

registro junto ao MAPA.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar o extrato bruto metanolico e a particdo hexanica de P. aculeata;
e Produzir a formulagao INFLATIV nas concentragdes 6% e 12%;
e Realizar o estudo de estabilidade acelerado preconizado pelo Ministério de
Agricultura, Pecudaria e Abastecimento (MAPA) por 4 meses, analisando:

= Caracteristicas organolépticas;

= Densidade;

" pH;

= Andlise de degradagdo do fitol.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 PREPARO DE FORMULACAO INFLATIV

A formulacao topica objeto do estudo esta registrada sob o nimero de
patente BR10201501757, foi preparada na forma de uma emulsdo agua/dleo, a qual esta
descrita na Tabela 11.

A parti¢do hexanica de P. aculeata foi incorporada nas concentracdes de 6%

e 12% na formulagdo, a qual se deu o nome de INFLATIV.

Tabela 11 - Constituigdo da formulagdo farmacéutica de uso topico na qual foi incorporada

particdo hexénica 6% e 12%

Constituintes Concentragao

Cera emulsionante 20%
Quelante 0,1%

Conservante 1 0,05%
Umectante 5%
Conservante 2 0,1%
Outros adjuvantes 5%
Agua destilada asp

4.2 ESTUDO DA ESTABILIDADE

Para o estudo de estabilidade acelerada foi utilizado a IN n° 15, de 09 de maio
de 2005, descrita pelo MAPA para produtos veterindrios € como auxiliar o guia de
produtos cosméticos da ANVISA (2004), uma vez que a legislagdo nao especifica quais
testes devem ser executados, deixando a critério do desenvolvedor.

As amostras de INFLATIV 6% e 12% foram acondicionadas em frascos de
vidro transparente com tampa metalica de rosca. Foram colocadas 50 g em duplicata, para
pH e densidade, e 5 g para as caracteristicas organolépticas (Figura 19 A e B).

Foi realizado o estudo de estabilidade acelerado para as duas formulagdes de
INFLATIV. Ambas foram acondicionadas a 40°C £ 2°C/75 % + 5% de UR por 3 meses,

com frequéncia de analise nos tempos 0 (quando preparada), 1 més, 2 meses € 3 meses,
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Figura 19 - INFLATIV 6% (A) e 12% (B) envasado em vidros transparente

4.2.1 Teste de estresse fisico

O teste de centrifugacdo ¢ sugerido pela ANVISA como preliminar para o
desenvolvimento de uma nova formulagdo, uma vez que ¢ possivel simular como a
formulagdo se comporta frente a fatores extremos, sendo possivel uma adequagdo, se
necessario (BRASIL, 2004).

Ap0s preparar a formulagao, 4 g de INFLATIV foram colocados em tubos de
ensaio e centrifugados a 3000 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente (25 °C). O teste
foi realizado em triplicata. O produto deve permanecer estavel, sem divisdo de fases,

qualquer sinal de instabilidade ha necessidade de reformulagdo.

4.2.2 Caracteristicas organolépticas

Sdo avaliadas caracteristicas macroscopicas como aspecto, cor, odor e
uniformidade, conservando as propriedades fisicas originais. Sdo avaliados os parametros
de aceitacao do produto pelo consumidor (BRASIL, 2004).

Durante o periodo de estabilidade uma amostra como referéncia serd utilizada
para realizar a comparacdo. Uma tabela para avaliar as caracteristicas foi elaborada

segundo ISAAC et al., 2008 (Tabela 12).



77

Tabela 12 - Parametros a serem avaliados da caracteristica organoléptica da formulagao

NATURAL

COR LEVEMENTE MODIFICADA
MODIFICADA
INTENSAMENTE MODIFICADA
NATURAL

ODOR LEVEMENTE MODIFICADA
MODIFICADA
INTENSAMENTE MODIFICADA
NORMAL

UNIFORMIDADE LEVEMENTE SEPARADA
SEPARADA

Fonte: adaptado de ISAAC et al., 2008

U OUbo oot o

4.2.3 Analise do potencial hidrogenionico (pH)

Para avaliagdo do pH foi utilizado um pHmetro digital. Uma solug¢ao aquosa

a 10% em agua destilada de INFLATIV foi preparada.

4.2.4 Densidade relativa

A densidade foi realizada segundo descrito na Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2010) utilizando um picndémetro. Foi realizada a calibragao do picndmetro por
meio da determinagdo da massa do picndmetro vazio (my) € da massa de seu contetdo
com agua (ma) a 20 °C. A partir dessas medidas, foi calculada a massa da amostra pela
diferenca entre a massa do picndmetro com a amostra (mp) € a massa do picnometro vazio
(my). A densidade relativa de cada amostra foi entdo calculada de acordo com a férmula

abaixo:

D= mp — mv
ma —mv

Em que:

D = densidade relativa (g/cm?)

m,= massa do picndometro vazio (g)

mp = massa do picnometro com a amostra (produto) (g)
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m, = massa do picnometro com agua (g)
Na andlise estatistica foram comparados os valores dos dias coletados ao

valor de densidade do primeiro dia.

4.2.5 Analise do perfil quimico de INFLATIV por CG-EM

As duas concentragdes de INFLATIV (6% e 12%) foram analisadas em
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, afim de verificar o perfil da
formulacao recém preparada. As amostras foram preparadas a 1 mg/mL, solubilizadas
em hexano grau CG, sonificadas por 30 minutos em temperatura de 40 °C, posteriormente
centrifugadas a 3000 rpm por 20 minutos e entdo filtradas em filtro de 0,45 um e levadas
para analise em CG-MS. Um branco somente com a base foi realizado.

As amostras foram analisadas em CG-EM com coluna capilar do tipo DB-
SMS com 0,25 um de espessura do filme, de 30 m de comprimento e 250 pm de didmetro
interno. O gas de arraste foi hélio com fluxo 1,0 mL/minuto. Para PHEX, a temperatura
do injetor foi de 270 °C, forno com temperatura inicial de 50 °C até 80 °C por 10 minutos
(3 °C/min), de 80 °C até 200 °C por 10 minutos (12 °C /min), de 200 °C a 300 °C por 20
minutos (12 °C /min) e mais 35 minutos de isoterma final a 300 °C, totalizando 75 minutos
de corrida. O espectrometro de massas operou por impacto eletronico (70 eV), sem fonte
i0nica.

Os componentes individuais foram identificados pela comparagao de
similaridade dos espectros de massa obtidos com aqueles presentes no banco de dados da
biblioteca do espectrometro de massas (WILEY 275.1).

Uma curva padrdo com o creme antes da estabilidade foi construida com
concentragdes variando de 1,5 a 12%. As medidas foram realizadas em triplicata e os
resultados foram expressos em porcentagem de comparagao da formulagao antes e apos
o estudo de estabilidade, usando o fitol como marcador quimico. Para analise dos

resultados foi usado regressao linear no Excel.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica foi realizada pela ANOVA e comparados pelos testes de
Bonferroni, os resultados foram apresentados como média + desvio padrao e os calculos

foram realizados a partir do Software estatistico GraphPad Prism 5.0.
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5. RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 CENTRIFUGACAO

Neste teste, a amostra foi centrifugada a 3000 rpm por 30 minutos, simulando
aumento na forca da gravidade, aumentando a mobilidade das particulas e antecipando
possiveis sinais de instabilidade, como precipitagdo, separagdo de fases, formacdo de
sedimento compacto, coalescéncia, entre outras.

Observou-se que ndo houve separagao de fase, ao passar por processo de
estresse, sugerindo a estabilidade do INFLATIV e descartando a necessidade de

mudangas na formulacdo, nessa primeira analise.

Figura 20 - INFLATIV nas concentragdes de 6% (A) e 12% (B), apds centrifugacao

5.2 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

INFLATIV apresentou coloracdo verde escura, caracteristica da particao
hexanica da planta, com odor caracteristico e natural de extrato vegetal, mesmo apds
incorporado a base; e completamente uniforme, ndo apresentando diferencas
organolépticas entre as duas concentragdes.

As duas amostras mantiveram a uniformidade ao longo dos testes, porém as
que ficaram expostas a temperatura alta, ap6s 60 dias apresentavam uma consisténcia
menos firme, o mesmo acontecendo com a base usada como controle. A coloragao das
amostras alterou ao longo do teste: as expostas as temperaturas baixa e ambiente

apresentaram uma leve coloragao verde metalica que foi escurecendo ao longo do tempo,
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enquanto a exposta a temperatura alta apresentou uma coloracdo verde escura, todas
sendo classificadas como modificadas, de acordo com a Tabela 11.

Dentre as caracteristicas avaliadas, a que mais sofreu modifica¢do foi o odor.
A amostra exposta a alta temperatura foi a que mais se alterou, apresentando um odor
rancoso, o que nao foi observado na base utilizada como controle, classificando-a como
modificada. A exposta a baixa temperatura alterou o odor somente apos 90 dias, sendo
classificada como levemente modificada.

O teste de estabilidade acelerado deveria acontecer durante o periodo de 6
meses (180 dias). Porém, no primeiro més, uma amostra de INFLATIV 12% que estava
a temperatura ambiente se apresentou contaminada, € 0 mesmo aconteceu apos o terceiro
més (90 dias) com as duas amostras de INFLATIV 6% acondicionada a temperatura

ambiente. Dessa forma, o estudo foi interrompido aos 90 dias.

5.3 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

5.3.1 pH

O pH cutaneo em cachorros apresenta uma larga variagdo (4,84 a 9,95),
porém tende a ser mais alcalino. Essa variagdo ocorre entre as diferentes regides
anatomicas, dependendo do sexo, idade, alimentacdo e raca do animal (FERREIRA,
2010; OH; OH, 2010; ZAJAC et al., 2015). Em um estudo realizado por Oh; Oh (2010)
foi observado que cachorros machos da raca Beagle apresentaram um pH cutidneo que
variava de 6,7 a 8,5 de acordo com a regido anatomica. Por tanto uma formulacao que
apresenta pH neutro ¢ mais util, uma vez que pode ser usada nas diversas regioes
anatomicas e diversas ragas.

E possivel observar os valores do pH encontrado em INFLATIV, ao longo de
3 meses, nas Tabela 13 e 14, e para base controle na Tabela 15. O pH inicial de 6,64 foi
encontrado para INFLATIV 6% e 6,78 para INFLATIV 12%, mostrando que ambos

apresentaram pH variando entre o 4cido e neutro.
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Tabela 13 - Valores de pH para INFLATIV 6% nas diferentes situagdes de estresse

INFLATIV 6%
Tempo (dias) Temperatura
Ambiente Baixa Alta
0 6,64 + 0,05 6,64 + 0,05 6,64 + 0,05
30 6,34+ 0,17 6,17 +0,02° 6,28 £ 0,05
60 5,8+0,26 5,97 0,017 5,96 + 0,42
90 58+023" 6,15+ 0,117 5940,117"de

Os ensaios foram realizados em quadruplicata e os valores em cada coluna representam a média
+ e.p.m. das concentracdes. ANOVA twoway, seguido pelo teste de Bonferroni. *Valores
significativamente diferentes do Tempo 0 (p<0,05); **Valores significativamente diferentes do
controle negativo (p<0,01); ***Valores significativamente diferentes do controle negativo
(p<0,001);

Tabela 14 - Valores de pH para INFLATIV 12% nas diferentes situacdes de estresse
INFLATIV 12%

Tempo (dias) Temperatura
Ambiente Baixa Alta
0 6,78 £ 0,1 6,78 + 0,1 6,78 + 0,1
30 6,21 £ 6,13+0,1 " 6,94 +0,27%4
60 6,48 0,262 6,02 + 0,08 6,97 £0,1°
90 6,45 + 0,06 6,20+ 0,13 ™ 6,58 + 0,249

Os ensaios foram realizados em quadruplicata e os valores em cada coluna representam a média
+ e.p.m. das concentracdes. ANOVA twoway, seguido pelo teste de Bonferroni. *Valores
significativamente diferentes do Tempo 0 (p<0,01). **Valores significativamente diferentes do
controle negativo (p<0,001);

Tabela 15 - Valores de pH para base controle nas diferentes situagdes de estresse

BASE
Tempo (dias) Temperatura
Ambiente Baixa Alta
0 7,20 + 0,05 7,20 + 0,05 7,20 + 0,05
30 6,73 0,172 7,21+0,1 7,24 + 0,06
60 6,33+ 0,1 6,26+ 0,117 6,54 + 0,12
90 6,82 £ 0,05 6,35+0,12"8 6,41 +0,3™

Os ensaios foram realizados em quadruplicata e os valores em cada coluna representam a média
+ e.p.m. das concentracdes. ANOVA twoway, seguido pelo teste de Bonferroni. *Valores
significativamente diferentes do Tempo 0 (p<0,05); **Valores significativamente diferentes do
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controle negativo (p<0,01); ***Valores significativamente diferentes do controle negativo
(p<0,001);

Dentre as andlises realizadas em um estudo de estabilidade, o pH ¢ muito
importante, pois o produto ¢ estavel dentro de determinados valores, uma vez que
produtos com baixo ou alto valor de pH estdo mais sujeitos a instabilidade quimica
(KELM, 2017; POMBAL, BARATA, & OLIVEIRA, 2010), diminuindo a sua vida util.

Dentre os fatores que podem interferir no pH, a temperatura elevada pode
aumentar a velocidade de reagdes intrinsecas de 2 a 3 vezes por cada aumento de 10 °C,
0 que ocorre para a maioria das moléculas, causando instabilidade quimica no produto
(KELM, 2017; POMBAL; BARATA; OLIVEIRA, 2010).

O INFLATIV 6% nao apresentou diferenca estatistica do pH entre as trés
temperaturas. Enquanto no INFLATIV 12%, essa uniformidade ndo foi observada.
Porém, a formulagao se manteve dentro da faixa acido e neutro desejada (Figura 21).

Nesse sentido, INFLATIV nas duas concentragdes foi considerado estavel.

Figura 21 - Valores do pH inicial e final de INFLATIV 6% (A), INFLATIV 12% (B) e base
controle (C)
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5.3.2 Densidade

Manter a homogeneidade do produto ao longo da sua vida util ¢
imprescindivel. Essa caracteristica pode ser observada visualmente ou através de
maneiras quantitativas, como a determinagao da densidade (KELM, 2017).

E possivel observar os valores da densidade encontrada em INFLATIV ao

longo dos 3 meses nas Tabela 16 € 17, e para base controle na Tabela 18.

Tabela 16 - Valores de densidade para INFLATIV 6% nas diferentes situagdes de estresse

(g/em?)
INFLATIV 6%
Tempo (dias) Temperatura
Ambiente Baixa Alta
0 0,92 + 0,01 0,92 +0,01° 0,92 +0,01°
30 0,80 + 0,03" 0,85+0,18° 0,93 + 0,07
60 0,96 £ 0,02 0,94 + 0,06° 0,97 + 0,07
90 0,95 + 0,03 0,96 + 0,03° 0,97 + 0,03¢

Os ensaios foram realizados em duplicata e os valores em cada coluna representam a média +
e.p.m. ANOVA twoway, seguido pelo teste de Bonferroni. *Valores estatisticamente diferentes
em relacdo ao Tempo 0 (P<0,0001). Letras iguais representam valores significativamente iguais
entre as amostras (P<0,0001).

Tabela 17 - Valores de densidade relativa para INFLATIV 12% nas diferentes situacdes de

estresse (g/cm?)

INFLATIV 12%

Tempo (dias) Temperatura
Ambiente Baixa Alta
0 0,93 + 0,02 0,93 +0,02° 0,93 + 0,02¢
30 0,96 0,95 + 0,03? 0,96 £0,01%°¢
60 0,97 0 0,96 +0,03? 0,95 £ 0,05>°¢
90 0,97 ™ 0,96 + 0,08 0,97 £ 0,01

Os ensaios foram realizados em duplicata e os valores em cada coluna representam a média +
e.p.m. ANOVA twoway, seguido pelo teste de Bonferroni. *Valores estatisticamente diferentes
em relagdo ao Tempo 0 (p< 0,05); **Valores estatisticamente diferentes em relagdo ao primeiro
dia (p<0,0001). Letras iguais representam valores significativamente iguais entre as amostras (p<
0,05).
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Tabela 18 - Valores de densidade relativa para base nas diferentes situagdes de estresse (g/cm?)

BASE
Tempo (dias) Temperatura
Ambiente Baixa Alta
0 0,93 + 0,02 0,93 + 0,06 0,93 + 0,04
30 0,94 " 0,95+0,07°" 0,94 + 0,02
60 0,95 " 0,92 + 0,05 0,94 +0,02"
90 0,96 * 0,94 + 0,03* 0,94 + 0,03

Os ensaios foram realizados em duplicata e os valores em cada coluna representam a média +
e.p.m. ANOVA twoway, seguido pelo teste de Bonferroni. *Valores estatisticamente diferentes
em relagdo ao Tempo 0 (p<0,0001); **Valores estatisticamente diferentes em relacdo ao primeiro
dia (p< 0,05). Letras iguais representam valores significativamente iguais entre as amostras (p<

0,05).

A comparacdo dos resultados entre as amostras fornece indicagdes
quantitativas se estd ocorrendo sedimentagdo e a taxa em que ocorre, nas determinadas
condigdes de armazenamento (KELM, 2017).

E possivel observar que os valores da densidade de INFLATIV nio sofreram
variacoes significativas durante o periodo do teste (Figura 22) considerando uma
significancia de 5%. Nesse sentido INFLATIV, nas duas concentragdes, foi considerado

estavel.

Figura 22 - Valores de densidade inicial e final de INFLATIV 6% (A), INFLATIV 12% (B) e

base controle (C)
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5.3.3 Perfil quimico de INFLATIV por CG-EM

Para realizar o perfil de degradacao dos compostos em INFLATIV, o fitol foi
o composto que melhor apresentou comportamento linear com R? satisfatorio. Uma curva
de calibragao utilizando o creme antes do estudo de estabilidade foi construida com as
concentragdes variando del,5% a 12%, apresentando R? = 0,9964 (Figura 23).

As amostras foram comparadas com o creme antes do processo de

estabilidade e os resultados obtidos estdo expostos na Tabela 19.

Figura 23 - Grafico da regressdo linear do INFLATIV, expresso em fitol, com concentragdes

variando de 1,5% a 12%
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A analise foi realizada nas seguintes condi¢Ges: coluna capilar do tipo DB-5MS com 0,25 um de
espessura do filme, de 30 m de comprimento e 250 um de didmetro interno. O gas de arraste foi
hélio com fluxo 1,0 mL/min. Para PHEX, a temperatura do injetor foi de 270 °C, forno com
temperatura inicial de 50 °C até 80 °C por 10 minutos (3 °C/min), de 80 °C até 200 °C por 10
minutos (12 °C /min), de 200 °C a 300 °C por 20 minutos (12 °C /min) e mais 35 minutos de
isoterma final a 300 °C, totalizando 75 minutos de corrida. O espectrometro de massas operou por
impacto eletrénico (70 eV), sem fonte idnica.

Tabela 19 - Valores de equivalentes de fitol nas amostras apds estudo da estabilidade de 90 dias

Temperatura INFLATIV 6% INFLATIV 12%
Equivalente =~ Degradagio Equivalente na Degradagao
na amostra amostra

Ambiente 94,44% 5,55% 73,9% 26,1%

Baixa 96,33% 3,66% 76,33% 23,66%

Alta 82,8% 17,2% 56,37% 43,62%

Os ensaios foram realizados em triplicata e os valores em cada coluna representam a média dos
valores em porcentagem.

Considerando o fitol como marcador, € possivel observar que somente a

amostra armazenada em baixa temperatura de INFLATIV 6% por 90 dias se manteve
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estavel, com degradagdo < 5%. Porém, a amostra armazenada em temperatura ambiente
apresentou degradacao igual a 5%, podendo também ser considerada estavel.

A instabilidade apresentada pelo INFLATIV 12% ocorre pois, em altas
temperaturas, as alteragdes fisico-quimicas podem ser aceleradas, enquanto nas baixas
pode ocorrer precipitacdo. Essas alteracdes podem ocorrer também devido a nao

conformidade no processo de fabricagdo e/ou armazenamento (BRASIL, 2004).
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados dos testes realizados para o estudo acelerado de
estabilidade, ¢ possivel concluir que o INFLATIV 6% se mostrou estdvel quando
armazenado em baixa temperatura, permanecendo dentro da faixa permitida de
degradacao e mantendo suas caracteristicas fisico-quimicas.

Dessa forma, este estudo contribui de maneira significante para o
desenvolvimento e registro do INFLATIV 6% junto ao MAPA e encoraja perspectivas
futuras para estudos de estabilidade de longa duracdo e outros que corroborem com esse

trabalho.
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APENDICE I

Perfil da quebra dos compostos de PHEX obtido por CG-EM. Os numeros representam o

sinal no cromatograma (Figura 9) seguido dos tempos de retengao (RT) em minutos.
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APENDICE II

Perfil cromatografico realizado em cromatografia gasosa do creme INFLATIV
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