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RESUMO

SILVA, Débora Oliveira da. Avaliagao da toxicidade, citotoxicidade e de
caracteristicas fenoldgicas e fisico-quimicas da planta Pereskia aculeata.
2017. 91f. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) —
Programa de Pdés Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas, 2017.

A planta Pereskia aculeata € uma hortalica ndo convencional que possui
grande potencial alimentar devido aos seus elevados teores de minerais,
aminoacidos, vitaminas, fibras e antioxidantes. Entretanto, informagdes sobre
caracteristicas fenoldgicas, quimicas e toxicoldgicas da planta, especialmente
quando cultivada em regiao subtropical de clima temperado, s&o limitadas ou
inexistentes. Assim, a planta P. aculeata foi cultivada sob clima temperado, em
Pelotas, RS, Brasil, e avaliada quanto aos seguintes aspectos: (a) toxicidade
aguda, (b) citotoxicidade, (c) caracteristicas fenoldgicas e (d) caracteristicas
fisico-quimicas. A analise da toxicidade aguda foi realizada por meio de ensaio
bioldgico, que utilizou 24 ratas, adultas, da linhagem Wistar. Os animais foram
distribuidos em quatro grupos, de acordo com as doses administradas de
extrato etandlico da planta P. aculeata: 0 mg/kg, 1250 mg/kg, 2500 mg/kg e
5000 mg/kg de massa corporal. O experimento teve duracédo de 15 dias e apds
a eutanasia foram realizadas avaliagdes histopatolégicas em 8 6rgaos. A
citotoxicidade da P. aculeata foi avaliada utilizando-se alface (L. sativa) como
modelo experimental. Sementes de alface foram tratadas com diferentes doses
de extrato de P. aculeata (0,13 mg/ml; 1,30 mg/ml; 3,25 mg/ml; 6,50 mg/ml;
13,00 mg/ml) e avaliadas quanto ao indice de germinacéo, crescimento de raiz,
crescimento de parte aérea, e indice mitético. Durante 12 meses a planta foi
avaliada periodicamente quanto a caracteristicas fisico-quimica (teor de
umidade, area foliar, proteina, cor, fendis totais e atividade antioxidante) e
fenolégicas (mudanga foliar, floracdo e frutificacdo). Observou-se que P.
aculeata nao possui efeito téxico em ratos, na dose de até 5000 mg/kg de
massa corporal. A planta apresentou reduzido efeito citotoxico sobre alface,
consistindo em alteragao no crescimento de raizes e partes aéreas, porém sem
comprometimento da germinacédo e sem efeito genotdéxico na semente. No
estudo fenoldgico observou-se boa adaptagdo da planta ao clima temperado,
caracterizado pelo pleno crescimento e desenvolvimento. Entretanto, destaca-
se um periodo de quiescéncia durante o inverno, no qual a planta ndo produziu
folhas. Concluiu-se que o cultivo de P. aculeata é viavel em clima temperado e
que seu consumo alimentar é seguro.

Palavras-chave: Ora-pro-nobis; Barbados gooseberry; cactacea; toxicidade.



ABSTRACT

SILVA, Débora Oliveira da. Toxicity, cytotoxicity, phenological, and
physicochemical evaluations of Pereskia aculeata plant. 2017. 91p. Thesis
(Doctorate in Food Science and Technology) — Programa de Pdés-graduagao
em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

The Pereskia aculeata plant has valuable nutritional properties and could be a
supplementary food source, because it contains high amounts of minerals,
amino acids, vitamins, fibers and antioxidants. However, we have limited
information about toxicity, cytotoxicity, phenological and physicochemical
characteristics of this plant, particularly when cultivated in subtropical areas with
temperate climate. Thus, we analyzed Pereskia aculeata plants cultivated in
Pelotas, RS, Brazil, under temperate climate, for: (a) acute toxicity, (b)
cytotoxicity, (c) phenological characteristics and (d) physicochemical properties.
The acute toxicity experiment was performed with 24 female Wistar rats. The
animals were divided into four groups, according to the single dose of ethanolic
plant extract they received: 0 mg/kg, 1250 mg/kg, 2500 mg/kg e 5000 mg/kg of
body weight. After a 15 days period of observation the euthanasia was
performed and 8 different animal tissues were sampled for histopathological
analysis. The cytotoxicity was evaluated using lettuce (L. sativa) as an
experimental model. The lettuce seeds were treated with different doses of P.
aculeata extract (0.13 mg/ml; 1.30 mg/ml; 3.25 mg/ml; 6.50 mg/ml; 13.00
mg/ml) and analyzed for germination and mitotic indexes, and also for roots and
shoots length. During 12 months cultivation period the plant was analyzed for
physicochemical properties (humidity, color, leaf area, protein content,
antioxidant activity, total phenolic content) and phenological aspects (leaf
changes, flowering and fructification). Our results for acute toxicity of Pereskia
aculeata show that it has non-toxic effect to rats at concentrations of
5000 mg/kg of body weight. We also found this plant to have minimal
deleterious cytotoxicity effects on lettuce, consisting of abnormal growth of roots
and shoots, but without affecting germination or causing genotoxic effect on
lettuce seeds. Furthermore, Pereskia aculeata showed a good adaptation under
temperate climate, with normal growth and development. Though, a quiescent
state happened in the winter and the plant did not produce leaves. We conclude
that cultivation of Pereskia aculeata under temperate climate is feasible and
also, the leaves of these plants are safe for consumption as food.

Key words: Ora-pro-nobis; Barbados gooseberry; Cactaceae; toxicity.
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1 Introducgéao

O cultivo e consumo de hortalicas tém diminuido em diversas regides dc
pais. No que tange a hortaligas nao convencionais, cultivadas em
determinadas localidades e que exercem influéncia na alimentacao e na cultura
de populagdes tradicionais, esse decréscimo é ainda mais acentuado (BRASIL,
2010). As hortalicas ndo convencionais fazem parte do grupo de Plantas
Alimenticias Nao Convencionais (PANC) e frequentemente sdo consideradas
como plantas invasoras ou daninhas, entretanto, principalmente em fungao de
mudangas climaticas que afetam os cultivos agricolas convencionais, estas
plantas vem sendo caracterizadas pela sua importancia ecolégica e econdmica
(KINUPP, 2007).

Dentre as hortalicas ndao convencionais pode-se destacar a taioba, ora-
pro-nobis, serralha e mostarda; consumidas por algumas comunidades, tanto
rurais quanto urbanas, por contribuirem para complementar a alimentagao,
inclusive com reducdo de custos e aprimoramento da economia familiar
(ALMEIDA e CORREA, 2012).

A Pereskia aculeata Miller (P. aculeata), conhecida no Brasil como Ora-
Pro-Nobis (OPN), pertence a familia das cactaceas e se distribui desde o Sul
do Brasil até o Sudeste dos Estados Unidos. E uma planta bastante resistente
a déficit hidrico e possui grande potencial de utilizagdo como complemento
alimentar de populagdes carentes do Brasil e de outras partes do mundo
(BRASIL, 2010; TAKEITI et al., 2009).

Em estudo realizado para determinar o teor de luteina (principal
antioxidante presente nas membranas oculares, retina e macula) em hortaligas,
verificou-se altos teores desse carotenoide nas folhas de P. aculeata
(NACHTIGALL et al., 2007). Takeiti et al. (2009), estudando a composi¢cao
quimica de OPN, concluiu que a planta pode ser considerada uma boa fonte de
minerais, vitaminas e aminoacidos. Ja Valente et al. (2007), avaliando espécies
brasileiras da familia cactacea, concluiu que o extrato aquoso de OPN possui
promissora atividade antitumoral e tripanocida. Pinto et al. (2012),

evidenciaram que o extrato metandlico de OPN continha esteroides, fendis,



flavonoides e taninos; e que os compostos fendlicos eram os componentes que
apresentavam maior atividade antioxidante na planta.

Almeida et al. (2014), estudando a presenga de substancias
antinutricionais em folhas desidratadas de OPN, identificou acido oxalico,
nitratos, saponinas e inibidores da tripsina. Segundo a autora, ainda que esses
compostos antinutricionais estejam presentes, ndo ha evidencias de danos a
saude dos consumidores, provavelmente em funcido da reduzida concentracao
dos mesmos. Trabalho realizado por Doetsch et al. (1980), consistindo na
identificacao de alcaloides em 12 espécies de cactaceas, encontrou nas folhas
de OPN o alcaloide tiramina. Ja Pinto et al. (2015 a) identificou os alcaloides
triptamina, mescalina e hordenina. Silva (2012) estudando a utilizagdo das
folhas de ora-pro-nobis na alimentacdo de ratos Wistar em fase de
crescimento, substituindo parte da fonte proteica, na forma de caseina, pela
planta desidratada e moida, verificou déficit no crescimento e prejuizo no

reflexo desses animais.

1.1 Justificativa

A planta P. aculeata apresenta grande potencial como opgao alimentar
frente aos desafios na produgéo agricola decorrentes de mudangas climaticas.
Além disso, quando comparada a verduras tradicionais destaca-se
favoravelmente, especialmente quanto ao perfil de aminoacidos, minerais e
vitaminas. Entretanto, a inocuidade a saude do consumidor ainda carece de
avaliagao, bem como a adaptabilidade para cultivo em regides com clima

temperado.

1.2 Hipo6tese

A utilizagdo de extrato de P. aculeata ndo oferece riscos a saude e o

cultivo da planta pode ser realizado em regides de clima temperado.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial da planta P. aculeata como uma alternativa para

hortalicas folnosas convencionais em regido de clima temperado.

1.3.2 Objetivos Especificos

% Avaliar, através de ensaio bioldgico, a toxicidade aguda da planta P.
aculeata;

% Avaliar o efeito citotoxico da P. aculeata em sementes de alface;

% Descrever as principais caracteristicas fisico-quimicas e fenologicas da
planta P. aculeata ao longo do seu cultivo em regido de clima temperado;

+ Analisar a concentragcao de esteroides em ratos tratados com a planta P.

aculeata;

% ldentificar componentes quimicos maijoritarios da planta P. aculeata.

11



2 Revisao Bibliografica

2.1 Plantas alimenticias nao convencionais

As plantas alimenticias n&do convencionais (PANC), muitas vezes
inconvenientes e denominadas daninhas, pragas, ingos, invasoras sao
espeécies relevantes frente aos problemas climaticos que afetam a producéo de
plantas alimenticias convencionais, e contribuem para a diversificacdo de
cultivos agricolas e viabilizagdo econémica de pequenas propriedades. Dentre
as PANC destacam-se as hortalicas ndo-convencionais (HONC), que possuem
distribuicdo limitada, restrita a determinadas localidades ou regides (KINUPP,
2007; BRASIL, 2010).

O cultivo das HONC no Brasil é feito predominantemente por pequenos
agricultores para consumo familiar, por razdes culturais e de tradicdo, sem
estruturacdo comercial e portanto ndo despertando o interesse comercial de
empresas de sementes, fertilizantes, agroquimicos e de alimentos. Neste
contexto, percebe-se ainda, a grande falta de informacdes sobre cultivo e
utilizagdo das HONC, principalmente pela caréncia de estudos e divulgagédo do
conhecimento sobre essas plantas, o que podera acarretar em perda de
gendtipos (BRASIL, 2010).

Acredita-se que incentivos a produgao e consumo das HONC pode
resultar em importantes ganhos culturais, econémicos, sociais e nutricionais, ja
que as HONC geralmente apresentam teores de minerais e proteinas
significativamente maiores do que as hortaligas convencionais, além de serem
ricas em fibras e compostos com fungdes antioxidantes (KINUPP e BARROS,
2008).

Dentre as HONC destaca-se a Pereskia aculeata pelas excelentes
caracteristicas nutricionais e funcionais. Entretanto, ainda que utilizada
tradicionalmente na alimentacdo humana, pouco € conhecido sobre a
inocuidade dessa planta (SOUZA et al., 2009).

Para maior valorizacdo das PANC de uso popular sdo necessarios

conhecimentos sobre seu cultivo e utilizagdo. Trata-se de uma questdo de
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seguranga e soberania alimentar estimular a produg¢do e o consumo de PANC,
principalmente considerando suas caracteristicas nutracéuticas e rusticidade
de cultivo (BRASIL, 2010).

2.2 Pereskia aculeata

A Pereskia aculeata Miller € uma PANC, da familia das cactaceas, no
Brasil € conhecida como “ora-pro-nobis” (OPN) e em alguns paises Latino
Americanos, como “Barbados gooseberry” (PEREIRA et al. 2007). Sua
distribuicdo ocorre desde o sul dos Estados Unidos até o sul do Brasil
(TAKEITI et al., 2009). E uma planta perene, com caracteristicas de trepadeira,
mas pode crescer sem a presenga de anteparo, com folhas suculentas e
lanceoladas (Figura 1 A). As flores sdo pequenas e brancas (Figura 1 B). Os
frutos sdo pequenas bagas amarelas (Figura 1 C). No caule ha a presenga de
aculeos (falsos espinhos), que nos ramos mais velhos crescem aglomerados
(BRASIL, 2010).

Figura 1. Imagens da planta Pereskia aculeata. (A) Folhas. (B) Flores. (C)

Fruto.
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A ora-pro-nobis possui folhas suculentas e comestiveis, podendo ser
usadas em varias preparagdes, como farinhas, saladas, refogados, paes, tortas
e massas alimenticias (ROCHA et al., 2008). Além da alimentagao, a planta
pode ser utilizada como ornamental e cultivada para fins de produgéo de mel,
pois apresenta floragdo rica em poélen e néctar (BRASIL, 2010). Na medicina
popular essa planta também é utilizada como anti-inflamatério, emoliente,
expectorante e antissifilitico (SARTOR et al., 2010).

A concentracdo, expresso em massa seca, de proteinas (28,4 g.100g™")
e de triptofano (5,52 g.100g™") nas folhas de OPN é elevada quando comparada
a alimentos como o arroz e feijao, com 7,6 g.100g" e 18,2 g.100g" de
proteinas e 0,84 g.100g" e 0,27 g.100g" de triptofano, respectivamente.
Nutricionalmente o consumo desse aminoacido é essencial para sintese de
serotonina, horménio regulador do sono e do humor (SOUZA et al., 1991;
WRIGHT et al., 2002; TAKEITI et al., 2009).

Ainda, ressalta-se o elevado conteudo de minerais, principalmente, ferro
(14,2 mg.100g™" de massa fresca), calcio (3420 mg.100g™" de massa fresca) e
zinco (26,7 mg.100g™" de massa fresca). O contelido de ferro presente na OPN
€ 4 vezes maior do que no espinafre, vegetal conhecido pelo elevado teor
desse mineral. Ja o célcio, presente em 100 g de folhas frescas de OPN é 27
vezes maior do que o conteudo em 100 mL de leite. Em relagdo ao Zinco, 100
g de folhas frescas de OPN fornecem trés vezes mais desse nutriente do que
100 g de carne bovina. Entretanto, cabe salientar que a biodisponibilidade
desses nutrientes na P. aculeata carece de avaliagao (TACO, 2006; TAKEITI et
al., 2009).

Além disso, as folhas de OPN apresentam elevadas concentragdes de
vitaminas, com destaque para a vitamina C (185,8 mg.100g™" de massa fresca)
e acido folico (19,3 mg.100g™"' de massa fresca). Ou seja, 50g de folhas de
OPN sao suficientes para suprir as necessidades diarias de um adulto de
ambas as vitaminas (TAKEITI et al., 2009; USDA, 2015).

Souza (2014 a) estudando o perfil de compostos fendlicos em folhas de
OPN de quatro diferentes localidades do Brasil encontrou valores entre 58,37 e

81,29 mg.100g™" para o acido clorogénico, 3,72 e 15,64 mg.100g™" para o acido
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caféico, 4,68 e 5,39 mg.100g”" para o acido p-coumarico e 3,72 e 5,15
mg.100g™" para o &cido ferulico. Ja4 o somatério de compostos fendlicos variou
entre 13,59 e 106,04 mg.100g™".

Pinto et al. (2012), evidenciaram a presenga de esteroides, fendis,
flavonoides, taninos e alcaloides em extrato metandlico de P. aculeata. Além
disso, identificaram, pelo método de cromatografia de camada delgada, que os
compostos fendlicos foram os componentes com maior atividade antioxidante
na planta.

Vieira et al. (2010) estudando folhas secas de OPN, encontraram
compostos fendlicos na concentracdo de 1693 mg EAG.100g™" em extrato
metandlico (80%) e 940 mg EAG.100g" em extrato etandlico (80%). Ainda,
relataram que a atividade antioxidante de OPN foi 92,6% na concentracido de
8,57 ug EAG.mL"", sendo o ICs para o radical DPPH de 3,22 pg.mL"™".

Estudo realizado com 6leo essencial de P. aculeata, identificou que os
principais constituintes dessa planta sdo os diterpenos oxigenados (29,4%)
(Souza et al.,, 2014 b). Ja& Souza et al. (2016) também estudando Oéleos
essenciais de OPN identificou os sesquiterpenos oxigenados (44,9%) como os
principais componentes da planta. Essa diferenga nos constituintes da planta
foi atribuida a condigcdes ambientais, idade da planta, método de colheita e
método de isolamento do 6leo essencial (Souza et al., 2016).

Almeida et al. (2014) evidenciaram a presenca de substancias
antinutricionais em folhas desidratadas de OPN, dentre elas: acido oxalico,
nitratos, saponinas e inibidor da tripsina. A concentragdo encontrada para acido
oxalico foi de 41,8 mg.100g”, valor bastante inferior ao encontrado em
espinafre e carambola (180-730 mg.100g™") (BENEVIDES et al., 2011). O valor
de nitrato encontrado por Almeida et al. (2014) foi de 16,2 mg.100g™", segundo
a Organizagao Mundial da Saude a ingestdo diaria aceitavel é de até 3,7
mg.kg" de peso corpéreo (WHO, 2003). Ja as saponinas apresentaram
concentracdo de 0,29 mg.100 g™, Lasztity, Hidvégi e Bata (1998) relataram que
a dose de 50 a 100 mg.kg" de peso corporal de saponinas pode ser
considerada de baixa toxicidade em animais de sangue quente. Por ultimo,

Almeida et al. (2014) relatou que a concentragao de inibidor da tripsina foi de
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1,82 unidades de tripsina inibida (UTI).mg"’, valores bem inferiores aos
encontrado por Carvalho et al. (2002) em duas variedades de soja 46 UTl.mg™"
e 95 UTl.mg™.

Trabalho realizado por Doetsch et al. (1980), consistindo na identificagdo
de alcaloides em 12 espécies de cactaceas, encontrou nas folhas de OPN o
alcaloide tiramina. Ja Pinto et al. (2015 a) utilizando o0 método de Cromatografia
Liquida de Ultra Performance identificaram os alcaloides triptamina, mescalina
e hordenina, além dos fendlicos, quercetina e petunidina. Além disso, os
autores evidenciaram que a OPN possui constituintes quimicos com potencial
efeito analgésico (Pinto et al., 2015 a).

Pinto et al. (2015 b), analisaram o uso topico de P. aculeata em
camundongos, e concluiram que a fragdo de hexano obtida do extrato
metandlico de folhas de OPN possui intensa atividade anti-inflamatéria tépica
aguda e crbnica contra agentes irritantes.

Barbalho et al. (2016), investigaram o uso de farinha de folhas de OPN
no perfil metabdlico e motilidade intestinal de ratos. Os resultados
demonstraram que a farinha dessa planta foi efetiva na reducédo do percentual
de ganho de peso, gordura visceral, triglicerideos, colesterol total, VLDL e LDL,
bem como melhora na motilidade intestinal de ratos.

Silva (2012) estudando a utilizagéo das folhas de OPN na alimentacéo
de ratos Wistar em fase de crescimento, substituindo parte da fonte proteica,
na forma de caseina, pela planta desidratada e moida, verificou déficit no
crescimento e prejuizo no reflexo desses animais.

Embora n&o tenham grandes evidéncias de toxicidade da planta

Pereskia aculeata, também nao ha evidéncias in vivo de sua inocuidade.
2.3 Toxicidade

Toxicidade € a capacidade de um agente quimico de produzir danos aos
organismos vivos, em condi¢ées padronizadas de uso. O conhecimento da

toxicidade das substancias quimicas se obtém, geralmente, por meio de

experimentos em laboratério utilizando animais. Os métodos sdo empregados

16



com a finalidade de fornecer informacgdes relativas aos efeitos toxicos e
principalmente para avaliar riscos que podem ser extrapolados ao homem
(AMDUR et al., 1996). Tais investigagcdes devem ser conduzidas em animais
saudaveis, de origem conhecida, com massa corporal e idade adequados
(FDA, 2014). No Brasil os estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos séo
classificados em toxicidade aguda, toxicidade de doses repetidase
genotoxicidade (BRASIL, 2004).

A toxicidade aguda é caracterizada pela administracdo da substancia
quimica numa dose unica (ou multipla num espago de 24 horas). Diversos
guias preconizam que o periodo de acompanhamento dos animais seja de no
minimo quatorze dias pos-tratamento e que, em todos os grupos experimentais
sejam avaliados os sinais clinicos, a massa corporal e ainda, que os animais
sejam necropsiados (EMEA, 2012). A analise histopatolégica em estudos de
toxicidade aguda nao é obrigatéria, porém diversos estudos tém adotado essa
técnica como forma de avaliagao, pois pode-se detectar efeitos toxicos em
diversos orgéos de forma rapida e relativamente barata (JOHNSON et al.,
1993; OECD, 2008).

Com o teste de toxicidade aguda é possivel estimar a Dose Letal (DLsg)
de uma substéancia, ou seja, a dose necessaria de uma substancia para causar
a morte de 50 % de uma populacdo em teste. Também pode-se classificar a
substancia no Sistema Globalmente Harmonizado de Classificacdo e

Rotulagem para Substancias Quimicas (OECD, 2008).

2.4 Citotoxicidade

Um importante sistema de avaliagédo toxicologica utiliza biomarcadores
vegetais, como a alface (Lactuca sativa L.), o tomate (Lycopersicum
esculentum L.) e a cebola (Allium cepa), devido a sua sensibilidade e boa
correlagado com sistemas testes que utilizam mamiferos (DELARMELINA et al.,
2012; SOUSA et al., 2010). Além disso, essas espécies apresentam menor
resisténcia ou tolerancia aos compostos aleloquimicos, desencadeando, mais
facilmente, efeitos citotoxicos (FERREIRA e AQUILA, 2000).
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Aleloquimicos sao substancias quimicas produzidas por plantas e que
podem influenciar o crescimento de outro organismo vivo. No caso das plantas,
essa influéncia pode ser negativa, com a redugéo da germinagéo, ou positiva,
com o0 acréscimo no crescimento. Os aleloquimicos sao produtos
intermediarios ou finais do metabolismo secundario (RODRIGUES e LOPES,
2001). O efeito negativo ou positivo desencadeado pelos mesmos em outros
organismos, em geral, esta associado a concentragao testada (REIGOSA et al.,
1999).

Os compostos aleloquimicos sao muitas vezes utilizados na medicina
popular para tratar diversas doencas. A preparacao e utilizacdo desses
compostos podem trazer muitos beneficios, entretanto, faz-se necessario
maiores investigacdes de seus efeitos genotoxicos e mutagénicos (SOUZA et
al., 2005 a). Atualmente, a maioria das pesquisas analisa o efeito dos
aleloquimicos sobre o crescimento e a germinagdo da planta-teste, sem
considerar os efeitos celulares relacionados a mudancas fisiolégicas (PRATES
et al., 2001).

Para avaliar a citotoxicidade de substéncias utiliza-se a técnica de
bioensaio, que emprega material bioldgico como indicador da acgdo da
substancia em estudo (PIRES et al., 2001). O efeito citotoxico pode ser
avaliado por meio de alteragbes no processo de divisdo celular no organismo
que se esta testando. Ja a genotoxicidade pode ser analisada pela incidéncia
de mutagdes cromossOmicas, como quebras cromatidicas, pontes anafasicas,
perda de cromossomos inteiros ou formagédo de micronucleos (SOUZA et al.,
2005 b).

2.5 Esteroides

Os esteroides sao lipideos estruturais presentes nas membranas da
maioria das células eucaridticas (NELSON e COX, 2012). A estrutura basica
dos esteroides € de 17 atomos de carbono arranjados em 4 grupos ciclicos, 3
com 6 carbonos (ciclohexanos) e 1 com 5 carbonos (ciclopentano), como pode-

se verificar na estrutura do mais simples dos esteroides, o gonano ou
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ciclopentanoperidrofenantreno (Figura 2 A). O numero de carbonos pode
variar de 17 a 30 atomos, que originam uma gama variada de compostos,
dentre eles o colesterol (Figura 2 B), os acidos biliares, horménios
suprarrenais, hormonios sexuais, vitaminas D, glicosideos cardiacos, fitosterodis
e alguns alcaloides (MURRAY, 2013 a).
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Figura 2. Férmula estrutural de esteroides. (A) Gonano (B) Colesterol

2.6 Métodos de Identificagao de compostos

Uma importante ferramenta na identificacdo de compostos é a
cromatografia, método que visa separar os diversos constituintes de uma
mistura de substancias, seja para identificagdo, quantificagdo ou obtencéo da
substancia pura. Tal separagao da-se através da migracdo da amostra através
de uma fase estacionaria por intermédio de um fluido (fase movel) (CRQ,
2010).

A cromatografia liquida de alta performance (HPLC) é bastante utilizada
na identificacdo de compostos, inclusive compostos ndo volateis ou instaveis
termicamente, o que difere do método de cromatografia gasosa. Além disso, a
cromatografia liquida possibilita a identificagdo de substancias tanto de baixo

quanto de alto peso molecular (CRQ, 2010).

O UPLC (Cromatografia Liquida de Ultra Performance) possui o mesmo
principio de separagédo de particulas da HPLC, porém, utiliza particulas de

tamanhos bem menores e pressdées bem mais elevadas, o que possibilita
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realizar analises mais rapidas, com menor consumo de solventes e maior
eficiéncia (CRQ, 2010).

Ja a Espectrometria de Massas (MS) é definida como o estudo da
matéria pela formagdo de ions em fase gasosa e posteriormente
caracterizados por um Espectrébmetro de Massas de acordo com sua massa,
carga, estrutura ou propriedades fisico-quimicas (MURRAY et al., 2013 b). O
resultado de uma analise por MS se da pela forma de um espectro, onde a
abscissa corresponde a razdo entre a massa e o numero de cargas do ion
(m/z) e a ordenada esta relacionada a sua intensidade. A m/z tem como
unidade o Dalton (Da). As analises realizadas por MS podem ser qualitativas
e/ou quantitativas (MURRAY et al., 2013 b).

A Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) é uma referéncia em analise
de estruturas moleculares em diversas areas do conhecimento. Encontra-se na

regido das ondas de radio (radiofrequéncias) e disponibiliza espectros mais

simples como os de uma dimenséo (1D) de THe 13C; até mais sofisticados,
com duas dimensdes (2D), como NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement
Spectroscopy) e COSY (Homonuclear Correlation Spectroscopy) e trés
dimensbdes, como o HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence)
(KAISER, 2000).
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3 Projeto de Pesquisa

3.1 Introducgao

A Pereskia aculeata, Miller, planta pertencente a familia das Cactaceaes
e que no Brasil € conhecida como ora-pro-nobis, é resistente ao estresse
hidrico e possui grande potencial de utilizagdo como complemento alimentar de
populacdes carentes do Brasil e do mundo.

Estudos revelam que as folhas de P. aculeata possuem elevados teores
de proteina (28,4 g.100g™"), sendo que a avaliacdo do teor de aminoacidos
evidenciou que essa planta possui o triptofano como o aminoacido mais
abundante e lisina e metionina como os aminoacidos limitantes. Ainda,
possuem quantidades elevadas de fibras dietéticas totais (39,1 g.100g™),
minerais, principalmente ferro, calcio, magnésio, manganés e zinco, e
vitaminas, A, C e Acido félico (TAKEITI et al., 2009).

A P. aculeata é encontrada desde o Sul do Brasil até o Sudeste dos
Estados Unidos (TAKEITI et al., 2009), € uma planta perene, com
caracteristicas de trepadeira e possui folhas suculentas e lanceoladas. As
flores sdo pequenas e brancas. Os frutos sdo pequenas bagas amarelas. No
caule ha a presenca de aculeos (falsos espinhos), que nos ramos mais velhos
crescem aglomerados (BRASIL, 2010).

A OPN possui folhas suculentas e comestiveis, podendo ser usadas em
varias preparagdes, como farinhas, saladas, refogados, paes, tortas e massas
alimenticias (ROCHA et al., 2008). Além da alimentagéo, a planta pode ser
utilizada como ornamental e cultivada para fins de produgdo de mel pelos
apicultores, pois apresenta floragao rica em polen e néctar (BRASIL, 2010).

No mundo, segundo estimativas da Food and Agriculture Organization —
FAO, aproximadamente 925 milhdes de pessoas passam fome (FAO, 2010).
Além disso, um terco da mortalidade de criangas menores de 5 anos em paises
em desenvolvimento ocorre por eventos ligados a desnutricdo (UNICEF, 2006).

No Brasil, dados da Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilio, revelam que
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30% dos domicilios, aproximadamente 66 milhdes de pessoas, se encontram
com algum grau de inseguranca alimentar (IBGE, 2010).

Muitas agbes com a finalidade de minimizar a inseguranca alimentar no
pais ja foram aprovadas, elas incluem: geragdo de emprego e renda; 0 uso
racional dos recursos naturais e da agua; o incentivo a agricultura familiar,
entre outros (22 CONFERENCIA NACIONAL DE SEGURANCA ALIMENTAR E
NUTRICIONAL, 2004).

A agricultura familiar recebeu um grande estimulo a partir de 2009, com
a Lei n°® 11.947/2009 que dispde que no minimo 30% dos recursos financeiros
da Alimentagdo Escolar deverdo ser utilizados na aquisicdo de géneros
alimenticios diretamente da agricultura familiar ou de suas organizagoes,
priorizando-se o0s assentamentos da reforma agraria, as comunidades
tradicionais indigenas e comunidades quilombolas (BRASIL, 2009).

No contexto da diversificagdo alimentar e do incentivo a geracéo de
renda dos agricultores familiares, aparecem também as plantas alimenticias
nao convencionais, com enfoque principal para as hortalicas nao-
convencionais que sao aquelas com distribuicdo limitada, restrita a
determinadas localidades ou regides, exercendo grande influéncia na
alimentacgao e na cultura de populagdes tradicionais (KINUPP, 2007).

O resgate e a valorizagédo dessas hortaligcas na alimentagao representam
ganhos importantes do ponto de vista cultural, econémico, social e nutricional
considerando a tradicdo no cultivo, por varias comunidades, e sua contribuicao
em termos de nutrigdo. Trata-se de uma questao de seguranca e de soberania
alimentar estimular a producédo e o consumo das hortaligas nao-convencionais,
em vista de suas caracteristicas nutricionais e da sua rusticidade de cultivo.
(BRASIL, 2010)

A maioria das plantas nao-convencionais é desconhecida, € um
reduzido numero delas apresenta comprovacdo cientifica de suas
propriedades. Para maior valorizacdo das plantas tradicionais de uso popular
sd0 necessarios conhecimentos técnicos sobre seu cultivo e uso em grande
escala (KINUPP, 2007).
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3.2 Justificativa

A OPN apresenta grande potencial alimentar e de cultivo comparada a
hortalicas tradicionais destaca-se favoravelmente, especialmente quanto ao
perfil de aminoacidos, vitaminas e minerais. Entretanto, a inocuidade a saude

do consumidor carece de avaliagao.

3.3 Hipotese

A utilizagdo de OPN, como alimento, ndo oferece riscos a saude dos

consumidores.

3.4 Objetivos

3.4.1 Geral

Avaliar a inocuidade da planta Pereskia aculeata na alimentacao.

3.4.2 Especificos

Caracterizar aspectos fisico-quimicos da planta P. aculeata ao longo do
cultivo;

Avaliar atividades antimicrobiana e antioxidante, por métodos quimicos e
biolégicos, da planta P. aculeata;

Avaliar, através de ensaio bioldgico, possiveis efeitos adversos

resultantes do consumo da planta P. aculeata.

3.5 Materiais e métodos

3.5.1 Material experimental

Pereskia aculeata Miller, cultivada junto a Empresa Brasileira de

Pesquisas Agropecuarias (Embrapa Clima Temperado), na cidade Pelotas, RS.
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3.5.2 Amostragem

Coletas mensais de folhas durante 12 meses. Coleta realizada mediante
afericdo da altura e didmetro da projecédo da copa da planta, com a finalidade
de acompanhar o crescimento das plantas durante o periodo de

experimentacgao.

3.5.3 Caracterizagao fenolégica

Realizar-se-a um acompanhamento fenolégico da planta Pereskia
aculeata, durante 12 meses, com descricdes de eventos como mudanca foliar,
floracao e frutificagcao e se relacionara com os fatores climaticos, temperatura e
disponibilidade de agua no solo (MARQUES E OLIVEIRA, 2004).

3.5.4 Cor

A cor sera determinada por meio de colorimetro (Minolta Chromometer
Modelo CR 300, D65, Osaka, Japan) sendo realizadas trés medidas em cada

folha e em trés folhas de cada lote.

3.5.5 Area foliar

Para a determinagéo da area foliar se utilizara o aparelho integrador de
area, LI-COR 3100, 1996, que se baseia no principio de células de grade de
area conhecida (TAVARES-JUNIOR et al., 2002).

3.5.6 Atividade antioxidante

A capacidade antioxidante sera avaliada utilizando-se o método de
sequestro de radicais livres do DPPH (2,2 difenil-1-picrilhidrazil) adaptado de
Brand-Williams et al. (1995). Sera realizado um extrato metandlico com tempo
de 24 horas de extracdo e as leituras de absorbancias serdo feitas em

espectrofotbmetro a 517nm. Os calculos serao efetuados com o auxilio da
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seqguinte férmula: % de inibicdo = (Ab branco - Ab amostra) x100/ Ab branco. A
capacidade antioxidante da planta sera expressa em porcentagem de inibicao

de radicais livres DPPH.

3.5.7 Fenois totais

A determinacdo do conteudo de fendis totais sera por
espectrofotometria, pelo método de Folin Ciocalteou, adaptado de Berset et al.
(1995). A extragdo sera realizada com metanol na propor¢ao de 1:10 pelo
tempo de 2 horas, com agitagbes a cada 15 minutos. Os resultados seréo
expressos em mg de acido galico equivalente (GAE). As determinagdes seréo

realizadas em ftriplicata, bem como as leituras em espectrofotémetro.

3.5.8 Vitamina C

Para a quantificacdo do acido L-ascorbico sera utilizado o método
adaptado de Vinci et al. (1995) que usa o acido metafosférico como solvente de

extracéo e quantificacdo por meio de HPLC.
3.5.9 Proteina

A proteina bruta sera analisada pelo método de microkjeldahl que visa a
determinagdo do nitrogénio organico total e inclui as etapas de digestéao,
destilagao e titulagdo, de acordo com AOAC (1995). Utilizar-se-a o valor de
6,25 na conversao do teor de nitrogénio em proteina.

3.5.10 Umidade

O teor de umidade da planta sera determinado em estufa com circulagao
forcada de ar, de acordo com AOAC (1995).
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3.5.11 Determinagao da atividade antioxidante in vivo

Para a determinacdo da atividade antioxidante in vivo sera utilizado o
método de Lopes et al. (2004), com células de Saccharomyces cerevisiae
tratadas com alcaldide isoquinolinico apomorfina como agente estressor e
também com o agente oxidativo peréxido de hidrogénio. Na determinagao da
atividade antioxidante serdo utilizadas células na fase estacionaria de
crescimento, que serao tratadas com as solucdes de antioxidantes em
presenca e auséncia de apomorfina. Apds isso, serao incubadas e plaqueadas
em meio YEPD (Yeast Extract-Peptone-Dextrose). A seguir realizar-se-a a
contagem de coloénias em cada placa e determinados os percentuais de

sobrevivéncia celular.

3.5.12 Determinagao da atividade antimicrobiana

Serao utilizadas cepas padrdes de Staphylicoccus aureus e Eschericchia
coli. Para a analise microbioldgica, as culturas bacterianas serdao desenvolvidas
em BHI e semeadas na superficie de agar Mueller-Hinton. A seguir, seréo
colocados os extratos vegetais, que serdo produzidos com etanol, e espera-se
o periodo de incubacdo. Apds, se analisara os halos de inibicdo das amostras
bacterianas. O solvente utilizado na preparacdo do extrato sera usado como

controle negativo.

3.5.13 Toxicidade cronica

Para determinar a toxicidade crénica da planta Pereskia aculeata serao
utilizados ratos machos e fémeas, da linhagem Wistar, em numero de 10 de
cada sexo, por tratamento, de acordo com o Guia para a realizacédo de estudos
de Toxicidade Pré-Clinica de Fitoterapicos (BRASIL, 2004). Os animais seréo
distribuidos em grupos de tratamento, com 3 diferentes concentragbes do
extrato da planta Pereskia aculeata e grupo controle. O experimento tera

duracao de 90 dias e contara com avaliacdes clinicas diarias e controle de
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peso semanal. No momento da eutanasia serdo realizadas analises

bioquimicas do sangue e analises macro e microscopicas dos orgaos: figado,

rins, pulmé&o, coragédo, esbéfago e estdbmago, intestinos, o6rgdos sexuais,

pancreas, adrenal e tiredide.

3.6 Cronograma

Atividade 2012 2013 2014 2015

2016

Revisao Bibliografica X X X X

Caracterizacao fisico-quimica X X

Avaliagbes atividades antimicrobiana e

antioxidante

Avaliacéo da toxicidade

Qualificagao

Defesa de Tese
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4 Relatério do Projeto de Pesquisa

4.1 Principais resultados

No primeiro ano da pesquisa procedeu-se a avaliacdo de aspectos
fisico-quimicos e fenoldgicos da planta Pereskia aculeata em regiao de clima
temperado. Verificou-se que é possivel o cultivo dessa planta em regides mais
frias e com geadas, porém considerando-se o periodo de quiescéncia, durante
o inverno, quando a planta perde todas as folhas. No segundo ano realizou-se
experimento para avaliar as caracteristicas citotéxicas da Pereskia aculeata.
Nao foi observado efeito citotdéxico e genotdxico, ou qualquer outro efeito
deletério significativo em sementes de alface. No més de agosto do ano de
2013 teve inicio o estagio doutoral no exterior (doutorado sanduiche), junto a
Universidade da Califérnia em Davis, no Estados Unidos da América, onde
realizou-se a avaliagdo da toxicidade aguda da planta Pereskia aculeata.
Foram utilizadas 24 ratas, linhagem Wistar, que apds receberem doses unicas
de extrato de folhas de Pereskia aculeata, com diferentes concentracdes,
foram mantidas sob observacdo durante 15 dias, e entdo submetidas a
eutanasia para caracterizagdo anato-morfo-patolégica de 8 érgéos internos.
Concluiu-se que a planta ndo causa toxicidade aguda em concentragéao de até
5000 mg.kg™ de peso corporal. Complementarmente procedeu-se a analise da
concentragcdo de dezenas de esteroides, acidos biliares e horménios
reprodutivos, por cromatografia (UPLC-MS/MS), nos referidos 8 érgéaos, bem
como nos fluidos coletados dos animais, sangue, urina e fezes (resultados
preliminares apresentados no apéndice B). A planta foi caracterizada quanto a
composi¢cao quimica por cromatografia (HPLC e UPLC) e espectrofotometria de
massa. Empregou-se, também, ressondncia magnética nuclear para
identificacdo de um composto excepcional (resultados preliminares
apresentados no apéndice A). Algumas analises que haviam sido previstas no
projeto de pesquisa n&o foram realizadas devido a falta de tempo e/ou recursos

financeiros.
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Revisao Bibliografica

Escrita do Projeto de Pesquisa

Qualificagdo do Projeto de Pesquisa

Caracterizagao fisico-quimica e fenoldgica

da planta Pereskia aculeata

Avaliagao da citotoxicidade da planta

Pereskia aculeata

Avaliacao da toxicidade aguda da planta

Pereskia aculeata

Avaliacao da concentragcéo de esteroides
em orgaos e fluidos de ratos tratados com

Pereskia aculeata

Identificacdo de compostos da planta

Pereskia aculeata

Analise de dados

Redacéao da tese e de manuscritos para

revistas cientificas indexadas

Defesa da tese
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5 Artigo 1
O seguinte artigo foi aceito para publicagdo na revista Journal of
Medicinal Food.
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ABSTRACT

Pereskia aculeata is a Cactaceae plant with valuable nutritional properties,
including, large amounts of protein, minerals, vitamins and fiber. However, P.
aculeata is reported to contain antinutrients and alkaloids in its leaves. Also, in a
study on growth and development, Wistar rats fed with P. aculeata and casein as
protein source grew less than the control group (fed with casein only). Therefore,
in this study we evaluated, for the first time, the oral acute toxicity of P. aculeata in
rats and also, the cytotoxicity behavior of the plant on lettuce seeds. The acute
toxicity research was carried out using dried P. aculeata ethanolic extract, in 3
different doses, administered by gavage to 24 female Wistar rats. The rats were
then examined for signs of toxicity, food intake, body weight and fecal excretion
fluctuations; as well as histopathological alterations, using 8 different body tissues.
The acute toxicity study did not show any difference among the groups, in either
clinical evaluation or histopathological analyzes. For the cytotoxicity study, dried
P. aculeata ethanolic extract was applied on lettuce seeds, in 5 different
concentrations. These seeds were evaluated for germination, root and shoot
length and mitotic index. The results show that P. aculeata extract affects lettuce
root and shoot growth, but not germination or mitotic index. Concluding, the acute
toxicity on rats and the cytogenotoxicity on lettuce of P. aculeata are neglectable,
validating the potential of this plant to be used as a functional food.

Key Words: Cytotoxicity; herbal extract; rats; vegetables.
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INTRODUCTION

There is marked evidence that deforestation, temperature, and water
pollution have a considerable impact on changes in local, regional, and global
climate 1. Some of these changes include warmer drier conditions that could have
a large effect on agriculture 2. Cultivating and producing plants that are tolerant to
adverse climate and soil conditions is an option to sustain livelihood in regions
heavily influenced by climate change 3 4. Cactaceae is a family of plants that have
adapted anatomical and physiological features, like conserving water, to survive in
extremely hot and arid environments 3. Some edible cactaceae like Opuntia ficus-
indica, Opuntia cochenillifera, Pereskia grandifolia, and Pereskia aculeata are not
only tolerant to adverse climate and soil conditions, but are also good sources of
minerals, vitamins, phenolic compounds, antioxidants and essential amino acids %
5, Also, recent studies show that some cactaceae extracts can prevent and/or treat
different types of diseases 5-°. A remarkable Cactaceae plant is Pereskia aculeata
Miller (P. aculeata), a non-conventional leafy vegetable noteworthy source of
protein (28.4 g.100 g! of dry weight, dw), dietary fiber (39.1 g.100 gt of dw),
minerals and vitamins 10. P. aculeata is found in tropical areas ranging from the
southern United States to south Brazil and is known as ora-pro-nobis, or, in some
Latin America countries, as Barbados Gooseberry 11. It is a perennial green broad
leaf, with characteristics of climbing plants which are very resistant to hydric
stress 12 (Fig 1). The succulent leaves of P. aculeata can be used in many food
preparations such as: salads, stews, flours, breads, pies and pastas 13. In folk
medicine, P. aculeata is reported to be used as an anti-inflammatory, emollient,

expectorant and antisyphilitic >.
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Fig 1. Pictures of the plant Pereskia aculeata Miller (A) Leaves, (B) Flowers, and

(C) Fruits.

Cactaceae exhibit strange shapes, spines, and showy flowers, therefore
appearing as an unusual choice of cuisine. However, P. aculeata does not look
exactly alike and is a great source of many minerals (Table 1). In 100 g of P.
aculeata, the calcium content is equivalent to three-fold the daily requirement and
is 20-fold higher than in the non-dairy source kale; the iron content is equivalent
to 1.09-fold the daily requirement and is 5.7-fold higher than in the non-heme
source spinach; the zinc content is equivalent to 2.6-fold the daily requirement and
3.3-fold higher than in the pumpkin seed, which is valued as a source of this

mineral 10 14-17,
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Table 1. Mineral contents in Pereskia aculeata leaves and ten other mineral rich

foods.
Mineral Content (mg.100 g'1)
Foods
Fe Zn Ca Mg P K Cu B Mn

f;vzes"’““c“’e““’a' 1420 26.70 3420 1900 156 1632 14 56 464

: b
Pe.resklaaculeata , 940 590 2160 680 450 3740 0.9 2.8 2.8
dried
Almond ¢, dried 3.71 312 269 270 481 733 - - -

Beef ¢, ground cooked  2.67 6.19 25 22 213 353 - -

Broccoli ¢, raw 0.73 041 47 21 66 316 - -
Fish ¢, tuna cooked 1.31 0.77 10 64 326 323 - -
Kale ¢, raw 147 056 150 47 92 491 - -
Milk ¢, whole 0.03 037 113 10 84 132 - -

Potato ¢, white baked 0.64 0.35 10 27 75 544 - -
Pumpkin Seed ¢, dried 8.82 7.81 46 592 1233 809 - -
Red Cabbage ¢, raw 0.80 0.22 45 16 30 243 - -

Spinach ¢, raw 271  0.53 99 79 49 558 - -

a Takeiti et al. [10] doi: 10.1080/09637480802534509);
b QOliveira et al. [14] doi: 10.1590/S0102-05362013000300021);

¢ U.S. Department of Agriculture [16] http://ndb.nal.usda.gov/ndb/foods

However, despite the potential of P. aculeata as a functional food, the plant
is reported to contain antinutrients and alkaloids in its leaves 1819, The
antinutrients identified were oxalic acid (41.8 mg.100 g'1), nitrate (16.2 mg.100 g

1), saponin (0.29 mg.100 g'1) and trypsin inhibitor (1.82 trypsin inhibitor units /
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mg) 18. As well the alkaloids reported in P. aculeata leaves are tryptamine,
mescaline and hordenine 1°. Also, in a study on growth and development, Wistar
rats fed with P. aculeata and casein as protein source grew less than the control
group (fed with casein only) 20.

Therefore, in this study we investigated the oral acute toxicity of P. aculeata
on rats and also, the cytotoxicity behavior of the plant on lettuce seeds. To our
knowledge this is the first investigation of oral acute toxicity on rats and

cytotoxicity on lettuce of P. aculeata.

MATERIALS AND METHODS

Ethanolic extract of Pereskia aculeata leaves

The leaves of Pereskia aculeata Miller were harvested from the
experimental fields of Federal University of Pelotas - Agronomy School, located in
Capdo do Ledo, RS, Brazil (312 80' 23" S latitude and 522 41' 40" W longitude).
Immediately after harvest the fresh leaves were weighed to approximately 1.5 kg,
frozen in liquid nitrogen and stored at - 80 2C. The samples were ground to a fine
powder in a ball mill (Marconi MA350) in liquid nitrogen. Ethanol (99.5 %) was
added (2 mL per g of fresh leaves), and kept at 60 °C under vigorous stirring for 3
h. The extract was filtered using qualitative filter paper (Whatman, grade 1) and
kept on ice. The extraction process was repeated two more times and the filtrates
of each extraction were combined. The ethanolic extract was concentrated using a
rotary evaporator (Heidolph, Laborota 400). Further, the extract was freeze-dried
and the resulting powder (21.39 g in total) was stored at - 20 °C. The freeze-dried

extract was completely soluble in water.
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Ethics Statement

The protocol was approved by the Institutional Animal Care and Use
Committee of University of California Davis (approval #17873). The study was
conducted at the Teaching Research and Animal Care Services facilities at
University of California Davis and all procedures were administered according to
the Institute for Laboratory Animal Research and the Organization for Economic
Co-operation and Development guidelines 21. The rats were humanely euthanized
by CO2 asphyxiation, followed by cardiac exsanguination and all efforts were made

to minimize suffering.

Acute Toxicity in Rats

Twenty four female rats Wistar weighing from 160 g to 180 g were kept
under controlled housing conditions: 25 °C + 2 °C, 50 % * 15 % relative humidity,
and photoperiod of 12 h. The rats were acclimated to the housing conditions for
five days prior to commencement of the experiment. Conventional rat diets and
drinking water were available ad libitum, except during the fasting period. The rats
were randomly assigned into 4 groups (G1, G2, G3 and G4). The rats were fasted
for 12 h, with free access to drinking water, prior to a single administration of 0 mg
(G1), 1250 mg (G2), 2500 mg (G3) and 5000 mg (G4) of P. aculeata dry extract per
kg of body weight. The P. aculeata extracts were suspended in water and
administrated by gavage. G1 received only water by gavage.

After the single administration of plant extract, the animals were observed
for signs of toxicity at 1 h, 2 h, 4 h, 8 h and then once a day, for 14 days. Signs of

toxicity were evaluated analyzing changes in the skin, fur, eyes, mucous
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membranes, respiratory system, locomotion, and occurrence of convulsion,
diarrhea, excess salivation, lethargy and mortality. All animal weights and food

intake were recorded weekly. All animal feces were collected and weighed daily.

Histopathology analysis

Gross morphometric weight was recorded for the whole animal, spleen,
liver, kidneys and brain and used to calculate the organ-to-body weight ratio.
Liver, lung, brain, heart, mammary gland, gastrointestinal tract, spleen and kidney
were sampled for histopathology. Tissue samples were submersion-fixed in 10 %
neutral-buffered formalin, routinely processed, embedded in paraffin, sectioned
5 um - 10 pm thick and stained with hematoxylin and eosin 22. The stained tissue
sections, from a subset of rats (16), were blindly evaluated by a board-certified

Veterinary Anatomic Pathologist.

Cytotoxic Bioassays

Lettuce (Lactuca sativa cv. Baba de Verdo) seeds were sowed on Germitest®
paper, placed onto the bottom of a plastic germination box (Gerbox®), and
dampened with 8 mL of water containing P. aculeata dry extract at different
concentrations: 13.00 mg/mL (100 %), 6.50 mg/mL (50 %), 3.25 mg/mL (25 %),
1.30 mg/mL (10 %) and 0.13 mg/mL (1 %). For the control treatment, 8 mL of
distilled water was used. The Gerbox® were placed into a growth cabinet for seed
germination at 25 °C 23,

The physiologic effects of P. aculeata on lettuce seeds were evaluated by: (a)

seed germination (%) on the forth day (n =5), (b) and on the seventh day (n =5),
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(c) root length (mm) on the seventh day (n = 40), and (d) shoot length (mm) on the
seventh day (n =40) 2324 The experimental unit consisted of 100 seeds for the
variables seed germination and 40 plantlets for the variables root length and shoot

length.

Cytogenetic Bioassay

The cytogenetic effects were evaluated by the mitotic index and by the
presence of chromosome abnormality, following the method described by Guerra
25, with some modification. We collected the rootlets of the lettuce at 4 days of
treatment and kept them in ethanol and acetic acid (3:1), with the dye acetic orcein
(2 %). To determine the mitotic index and chromosomal abnormalities 100 cells
were analyzed per slide, with four slides for each treatment, totalizing 2400 cells

analyzed on an optical microscope (400x).

Statistical Analysis

In this acute toxicity study, the experiment was performed in a completely
randomized fashion, with 6 replicates (n = 6). One-way analysis of variance was
used for body weight, food intake, and fecal excretion, at 5 % significance (p <
0.05). The cytotoxic bioassays were analyzed by confidence interval (95 % CI). The

Statistical Analysis Software (SAS/STAT) 26 was used to analyze the data.
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RESULTS

Acute Toxicity

The administration of P. aculeata did not cause toxicity symptoms in any of
the treatment groups. All rats in the acute toxicity study showed similar visual
characteristics to that of the control group. There were no changes in the skin, fur,
eyes, mucous membranes, respiration, locomotion, convulsion, salivation, lethargy,
or mortality in any of the rats throughout the study.

Furthermore, the groups of rats not treated or treated with different doses
of P. aculeata did not differ (F test, p < 0.05) from each other for the variables food
intake, body weight and fecal excretion. The average for these variables were
14.56+0.16 g, 171.19+£1.35g and 1.88+0.09 g, respectively.

Organ-to-body weight ratio for spleen (0.26+0.01), liver (3.97+0.20),
kidneys (0.83+0.04) and brain (1.02+0.05) was not different from the control
group for any of the treatment groups, suggesting that there was no inflammation
of any organs after administration of P. aculeata. Furthermore, results for the
histopathology in the tissues liver, lung, brain, heart, mammary gland,
gastrointestinal tract, spleen and kidney also did not present any difference
between the four groups. Representative histopathological data from liver and

kidney is shown in Fig 2.
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Group 1

Group 2

Group 3

Group 4

Fig 2. Representative histopathology analysis of liver and kidney (10x
magnification) in rats treated with Pereskia aculeata for acute toxicity study. The
groups (G) of rats received by gavage a single dose of 0 mg (G1), 1250 mg (G2),

2500 mg (G3) and 5000 mg (G4) of P. aculeata dry extract per kg of body weight.
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Cytotoxic Bioassays

The results from the seed germination, root and shoot length and mitotic

index of P. aculeata extracts effect on lettuce are presented in Fig 3.
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Fig 3. Cytotoxic effects of Pereskia aculeata extract on lettuce (Lactuta sativa cv.

Baba de Verdo) seeds, with different concentrations: 13.00 mg/mL (100 %),

45



6.50 mg/mL (50 %), 3.25 mg/mL (25 %), 1.30 mg/mL (10 %), 0.13 mg/mL (1 %)
and 0.00 mg/mL (0 %). The variables analyzed were: (A) seed germination on the
forth day (n =5), (B) seed germination on the seventh day (n =5), (C) root length
(n =40), (D) shoot length (n =40) and (E) mitotic index (n =4). The bars indicate
the confidence interval at 95 % level. * Indicates results that differ from the

control.

Polynomial equations models, linear (seed germination on the fourth day,
shoot length and root length) and quadratic (seed germination on the seventh day
and mitotic index), best represented the relationship between different dose of P.
aculeata and the variables analyzed on lettuce.

Our results show that P. aculeata extract had no significant physiological
effect on seed germination on the fourth or seventh day at any concentration when
compared to the controls (Fig 3: A and B).

However, P. aculeata had an effect on lettuce root and shoot length. P.
aculeata significantly decreased lettuce root length at 6.5 mg/mL (dose 50 %) and
13 mg/mL (dose 100 %) compared to the controls (Fig 3: C). Lettuce shoot length
increased at 3.3 mg/mL (dose 25 %) extract, but then decreased at 13 mg/mL
(dose 100 %) extract significantly when compared to the control (Fig 3: D).

The mitotic index showed that P. aculeata extract did not present any
cytogenetic effect on the lettuce (Fig 3: E). Furthermore, microscopic analysis of
the lettuce cells did not show any chromosomal alteration, suggesting P. aculeata is

not genotoxic to lettuce.
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DISCUSSION

Acute toxicity studies allow for a first look at potential toxicity of a plant on
an organism 27. The traditional aim of the acute oral toxicity study is the estimation
of LD50, the median lethal oral dose, derived from a single dose of a substance that
can be expected to cause death in 50 % of animals when administered by the oral
route 2829, As no deaths were reported in our study, the LD50 values of Pereskia
aculeata extracts is > 5000 mg/kg. The concentration of 5000 mg/kg of body
weight is equivalent to 385 g of fresh leaves per kg of body weight. Considering
these results and the standard established by the Organization for Economic Co-
operation and Development, P. aculeata is a class 5, which is the lowest toxicity
class 29:30,

Our results are congruent with previous reports of cactaceae, in the same
botanical family as P. aculeata, to be safe for oral consumption in animals 31.32, A
study evaluating oral toxicity of P. grandifolia and P. bleo in mice, found no signs of
toxicity at the top dose of 2500 mg/kg of body weight 31. Another one, studying the
topical anti-inflammatory activity of P. aculeata leaves in models of acute and
chronic ear dermatitis in mice, did not find signs of toxicity or acute dermal
irritation 33. Also, a research analyzing the acute toxicity of red cabbage, in mice,
using ethanolic extract and having 5000 mg/kg of body weight as top
concentration and the results showed no signs of toxicity at a single dose
administration 34 To our knowledge there are no published reports on the oral
toxicity of P. aculeata. According to our results, the single maximum oral dose
(5000 mg of P. aculeata dry extract per kg of body weight) does not cause adverse

effects in rats. Therefore, remains the potential of P. aculeata, a resilient plant for
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cultivation under low soil water availability, to be used as a remarkable source of
minerals, Ca, Zn, Fe, Mg, P, and K (Table 1), proteins, vitamins, antioxidants and
fibers in the food industry and to mitigate under nutrition in the world 10 14,
Pereskia aculeata can be compared as safe as the conventional vegetable red

cabbage, but with a superior nutritional content than that 16.

Histopathology evaluations provide a rapid method to detect effects of
irritants in various organs 35. When compared to the control group no alterations
in histopathological parameters were observed, within any of the eight tissues
analyzed (Fig. 2). Organ weight is a relevant trial in toxicological analysis to
indicate an effect of an experimental compound. Differences in organ weight
between treated and untreated animals can happen even in absence of any
morphological changes 3% 37. Ours results on organ-to-body weight ratio did not

show any difference among the groups.

The cytogenetic bioassays are an important tool to investigate toxicity,
because they can identify the effects of substances on the chromosome level and in
the cell cycle, also, plant cytotoxic bioassays have a good correlation with
mammalian test systems18 38 39 We chose lettuce cultivation to study cytotoxic
effect, because it is a sensitive species and a widely used plant in toxicity research
24,40,

Our results demonstrate that P. aculeata extract does not contain
metabolites that affect germination or cause a cytogenotoxic effect on lettuce
seeds, suggesting that membranes, transcription, or translation were not affected

in the cells 24 However, our study indicates that P. aculeata has a potential
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physiological effect on roots and shoots growth of lettuce. Plants can influence the
growth and development of another plant, increasing or decreasing growth and/or
seed germination 41. This interaction between plants happens through the release
of chemical compounds (allelochemicals) in the environment 42,

In conclusion, our results demonstrate that the acute toxicity on rats and
the cytogenotoxicity on lettuce of P. aculeata are neglectable, therefore validating

the potential of this nutritious cactaceae plant to be used as a functional food.
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ABSTRACT

Pereskia aculeata, known as ora-pro-nobis in Brazil, is native from tropical
dry forests. This Cactaceae plant possesses succulent and edible leaves, which
contain high amounts of protein, minerals, vitamins and fiber. The nutritional
properties and ability to grow under limited water supply of P. aculeata are known,
but little information is available about the growth behavior and composition of this
plant when cultivated under a temperate humid climate. Therefore, we evaluated
some phenological and physicochemical characteristics of P. aculeata cultivated in
Pelotas, Rio Grande do Sul, Brazil, under temperate and humid climate. We
observed that P. aculeata developed normally, but with a quiescent state in the
winter, without producing leaves. The flowering of the plant started on February
and the fructification started one month later. The physicochemical characteristics
(humidity, leaf area, protein, color, total phenolic content and antioxidant activity)
varied through the period of cultivation. All our findings support that cultivation of
P. aculeata for production of leaves is feasible under temperate and humid climate.

Keywords: Pereskia aculeata Miller; Ora-pro-nobis, Cactaceae, quiescent

state, phenology.

PROPRIEDADES FiSICO-QUfMICAS E FENOLOGICAS DA PLANTA
Pereskia aculeata CULTIVADA NO SUL DO BRASIL

RESUMO

Pereskia aculeata ¢ uma cactacea nativa de regides tropicais e de
clima seco, no Brasil ¢ conhecida popularmente como ora-pro-nobis. Possui folhas
suculentas e comestiveis, com altos teores de proteina, minerais, vitaminas e fibras.
Propriedades nutricionais e caracteriza¢do de desenvolvimento em regides de clima
seco ja sao conhecidas sobre essa planta, porém muito pouco se sabe sobre a
possibilidade do seu cultivo e composi¢do nutricional em areas de clima temperado
e umido. Por isso, decidiu-se avaliar as propriedades fisico-quimicas e fenologicas
da planta Pereskia aculeata cultivada em Pelotas, Rio Grande do Sul. Os resultados
sugerem que a Pereskia aculeata pode ser cultivada em regides de clima temperado
e umido, porém durante o inverno a planta permanecera no estado de quiescéncia e

ndo produzird folhas. O ciclo dessa planta se mostrou bastante relacionado a



temperatura do ambiente, com inicio do periodo de floracdo no més de fevereiro e a
frutificagdo no més seguinte. As analises fisico-quimicas (umidade, area foliar,
proteina, cor, fenodis totais e atividade antioxidante) variaram durante todos os
meses de cultivo. Os resultados sugerem que ¢ possivel cultivar a planta P. aculeata
em regides temperadas e umidas.

Palavras-chave: Pereskia aculeata Miller, Ora-pro-nobis, Cactaceae,

quiescéncia, fenologia.

INTRODUCTION

Pereskia aculeata, Miller (P. aculeata) is a plant member of the Cactaceae
family and is found in tropical areas from the south of United States to south Brazil.
It is known, popularly, as ora-pro-nobis and in some Latin America countries is
known as Barbados Gooseberry (Takeiti et al., 2009; Sharif et al., 2013).

P. aculeata is a perennial shrub, very resistant to draught, and has scramble
vine characteristics. The flowers are white and small, the fruits are small yellow
berries, and also, the plant has spines at the stems and large leaves (Brasil, 2010).

Pereskia aculeata possesses succulent and edible leaves, which can be used
in many preparations, such as: salads, stews, flours, breads, pies and pastas (Rocha
et al., 2008). Other than food, the plant can be used ornamentally or cultivated for
honey production once it is rich in pollen and nectar. Folk medicine practitioners
have been known to use P. aculeata as an anti-inflammatory, emollient, expectorant
and antisyphilitic (Sartor et al., 2010).

P. aculeata leaves are high in protein (28.4 g.100 g of dry weight, dw)
when compared with other vegetables source of protein, like black beans (8.8 g.100
g of cooked weight, cw), garbanzo beans (8.9 g.100 g”' of cw) and lentils (9.0
2.100 g of cw) (Takeiti et al., 2009; USDA, 2014).

Also, this plant is a remarkable source of nutritionally important minerals
(Takeiti et al., 2009; Oliveira et al., 2013). Fresh P. aculeata leaves contains more
calcium (20.0 fold), iron (5.7 fold) and zinc (3.3 fold) than kale, spinach, and
pumpkin seeds, respectively, considered rich vegetable sources for these minerals
(Takeiti et al., 2009; USDA, 2014). P. aculeata leaves contain high levels of fiber
(39.1 g.100 g of dw), vitamin C (185.8 mg.100 g of dw) and folic acid (19.3
mg.100 g of dw) (Takeiti et al., 2009).
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Therefore, P. aculeata could be a good alternative to many common food
sources, mainly for vegetarians and vegans, because it has high levels of minerals
and proteins (Takeiti et al., 2009).

P. aculeata is known to be native from tropical dry forests (Takeiti et al.,
2009; Brasil, 2010). To our knowledge, growth behavior and composition of this
plant when cultivated under a temperate humid climate is unknown. Therefore, we
evaluated some phenological and physicochemical characteristics of P. aculeata
cultivated in Pelotas, Rio Grande do Sul, Brazil, under temperate and humid

climate.

MATERIAL AND METHODS

Plant Material

The Pereskia aculeata Miller was cultivated at the Brazilian Agricultural
Research Corporation (Embrapa Clima Temperado), located in Pelotas, RS, Brazil
(S 31°37°14” latitude and W 52°31°19”" longitude). The plants were monthly
harvested from June of 2012 to June of 2013. In the moment of the harvest the
plants were measured, to determine the height. Also, the phenological aspects were
determined with observation of new leaves, flowering and fruiting. These processes
were related with climate changes, as precipitation and temperature (Marques &
Oliveira, 2004).

The harvested leaves were cleaned, grounded to a fine powder in a ball mill
in liquid nitrogen and stored at - 80 °C for future analyzes (antioxidant activity,
phenol and protein). The leaves were also analyzed for humidity, color and leaf

area.

Physicochemical Evaluations

To determine the humidity, 10 leaves were weighted and dried for 24 hours
in a forced air oven at 105 °C, according AOAC (1995). The leaf area was
determined using a leaf area meter (LI-COR®™ 3100C), according to Tavares Junior
et al. (2002).

Color was determined using a colorimeter (Minolta®, Model CR 300). Were
measured lightness (L*), redness (a*) and yellowness (b*) in 3 parts of each leaf,
with a total of 30 leaves for month of analyze, adapted from CIE (2004). The

parameters of color were expressed in lightness, were L* = 0 is completely black,
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and L* = 100 is completely white; and Hue angle (H*), calculated from H* = [Arc
tan (b/a)], were H* = 0 is red, H*=90 is yellow, H*= 180 is green and H* = 270 is
blue.

The antioxidant activity was estimated using the free radical 2,2-Diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) scavenging assay method, adapted from Brand-Williams et
al. (1995). The extraction was performed using methanol with 1:4 proportion and
stored at 4 °C for 24 h, after that, the extract was centrifuged (12000 rpm) for 15
minutes. The absorbance of the samples was measured at 517 nm and the
antioxidant activity was expressed as g of Trolox.Kg™ of fresh plant.

The total phenolic content of the plant P. aculeata was determined by Folin-
Ciocalteu method, adapted from Singleton & Rossi (1965). The time of extraction
was 2 h, using methanol in the proportion 1:10 and stirring every 15 minutes. The
results were expressed as g of galic acid equivalent (GAE) per kg™ of fresh plant.

The protein was estimated using the microkjeldahl method, according to the

AOAC (1995). Was used the value 6.25 to convert nitrogen into protein.

Statistical Analysis

All analyzes were performed in triplicate. The data obtained in all the
physicochemical evaluations for every month were compiled into graphs and
analyzed using the SigmaPlot 10.0 software. The Person’s correlation was
performed using the Statistical Analysis Software (SAS) for Windows V8, and was
considered 5 % of significance (p < 0.05).

RESULTS AND DISCUSSION

It is possible to cultivate Pereskia aculeata in temperate and humid areas.
However is important to consider that the plant during the winter, when exposed to
low temperatures and frost, loses leaves and stays in a quiescent state. Quiescence is
a common state in seeds, but it can occur also in the entire plant or in parts of the
plant. Normally, quiescence is a preparation for winter and is a strategy to conserve
energy and carbohydrate by restraining growth (Forbes & Watson, 1992; Luo ef al.,
2011). Because the quiescent state, we only had enough leaves to analyze among
the months of December of 2012 to June of 2013.

Phenology is the study of the cycling of biological events throughout the

year. The cycling of phenological events such as flowering, fructification, bird
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migration, or animal reproduction is frequently used to define annual seasonal
sequences (Bradley et al., 1999). In our study we have analyzed the occurrence of

new leaves, flowering and fructification (Table 1).

Table 1. Temperature, precipitation and phenological aspects during Pereskia
aculeata cultivation between the months December of 2012 and June of 2013.

Pelotas, UFPel, 2013.

Temperature (° C)

Month Precipitation (mm) Phenological aspects
Min Max

December 13.1 39.2 133.4 New leaves

January 10.8 31.8 142.1 -

February 14.0 333 177.3 -

March 9.6 31.0 109.0 Starts Flowering

April 7.3 29.0 133.6 Flowering and Fruiting

May 2.5 26.0 113.9 Flowering and Fruiting

June 3.8 24.5 112.7 Starts Quiescence

Source: Centro Estadual de Meteorologia - Boletim Meteorologico do Estado do

Rio Grande do Sul

Observations were made at the end of the spring, on December, when the
temperature was higher, frost subsided, and the new leaves started to grow back.
After two months, on February, we noticed the flowering had started in the first
plants, and one month later, on March, the fruiting started. And again, when the
temperature decreased, on June, the leaves started to fall, ending the cycle of the P.
aculeata in south Brazil. Temperature and light were found to be essential factors
for growth and development in this plant. It is known that temperature affects
photosynthesis and the development of shoots (Shin ez al., 2001).

In temperate climates, warm temperatures often act as flowering triggers.
Also, the rain is an important timer for flowering in shrubs. There is difference
between fruiting in temperate and tropical areas. In temperate regions fruiting
normally starts late in the summer or in the autumn, lasting for one and a half month
in average. The fruit production is largely controlled by the accumulation of enough
photosynthesis, which can only occur towards the end of the growing season
(Fenner, 1998). In our study we observed that the temperature was the most

important factor for flowering. Also, the fruiting started in the autumn, lasting for
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two months in average. A single-year study was sufficient to demonstrate the ability
of P. aculeata to grow under temperate and humid climate, but cannot provide
complete information in the climate changes among the years. According to Fenner
(1998), long-term (over a 3-5 year) investigation is required to determine
phenological modifications accurately (Fenner, 1998).

The color, expressed as lightness and Hue angle, is showed in Fig. 1. The
lightness presented the higher level in March (L = 51.32), meaning that was the
month when the leaves had the lightest colors, coinciding when the flowering
started. The values of Hue angle showed that the leaves presented colors between
yellow and green during all the months. In December and March the leaves were
more yellowish and in January more greenish. Color is an important quality
attribute in appearance, processing, and acceptability of food. (Ahmed et al., 2006).
Chlorophyll is the most common pigment found in plants and is responsible for
their characteristic green color. The bright green color of vegetables is often

associated to their freshness (Calvano et al., 2015).
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Figure 1. Color, expressed in lightness and Hue angle, of Pereskia aculeata leaves

during December of 2012 and June of 2013.

The average height of the plants increased almost 4 folds during the seven
months period of analyzes. The least average leaf area (14.82 cm?) was observed on
December, due to the quiescence state period that happened few months before.

After that the leaves started to grow, reaching the largest average size (33.11 cm?)
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on February (Fig. 2). Monitoring the changes of leaf area is important for assessing
growth and vigor of plants. Frost, storm, defoliation, drought, and management
practice commonly cause reduction in leaf area, therefore decreasing the
productivity of the plant (Breada, 2003).

The humidity of the P. aculeata leaves remained around 880 g.kg' for 7
months, reaching the lowest average value (861.11 g.kg™") on February. The protein
content was higher in December of 2012 (27.23 g.kg") and June of 2013 (27.22
gkg") and lower in February (21.35 gkg™'), when started the flowering (Fig. 2).
Silveira & Machado (1990) studying rice plants found that the total nitrogen content
in rice leaves increased until 13 days after the flowering and then decreases until the
grains completed the maturation process. In the current study we did not observe the
same of Silveira & Machado (1990), as the P. aculeata protein content decreased
when the flowering started and then increased again after flowering.

The antioxidant activity, measured with the DPPH scavenging assay, as well
the total phenolic content, reached the highest level, 44.99 g of Trolox . kg™ plant
and 2.66 g of GAE . kg of plant, respectively, on April (Fig. 2). The antioxidant
activity and the total phenolic content seem to be correlated (r = 0.71; p <0.0001).

Pinto et al. (2012) researching P. aculeata leaves found, by thin layer
chromatography, that phenol was the main antioxidant compound. There are many
studies showing that total phenol compound has the stronger positive correlation
with antioxidant activity in vegetables (Aires ef al., 2011; Bhandari & Kwak, 2015).
Phenolic compounds are among the most important components on the quality of
the vegetables and fruits. They contribute to organoleptic characteristics like color
and taste and promote beneficial effect to human health (Sancho et al., 2011;

Zielinski et al., 2014).
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Figure 2. Pereskia aculeata during cultivation in Southern Brazil (December of

2012 to June of 2013). (A) height, (B) leaf area, (C) protein, (D) humidity, (E)

antioxidant activity, (DPPH), and (F) total phenolic content (phenol).
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Concluding, P. aculeata developed adequately, but with a quiescent state in
the winter (without producing leaves). The flowering of the plant started on
February and the fructification started one month later. The physicochemical
characteristics (humidity, leaf area, protein, color, total phenolic content and
antioxidant activity) varied throughout the period of cultivation. All our findings
support that cultivation of P. aculeata for production of leaves is feasible under

temperate and humid climate in south Brazil.
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7 Consideragoes Finais

O potencial alimentar da planta Pereskia aculeata, devido aos
elevados teores de minerais, aminoacidos, vitaminas, fendis, fibras e
antioxidantes, é reconhecido pela comunidade cientifica.

Os resultados mostram que essa planta ndao possui efeito téxico em
ratos na dose de até 5000 mg/kg de massa corporal, sendo classificada no
menor nivel de toxicidade pela OECD.

Além disso, Pereskia aculeata nao apresentou efeitos citotdxicos
relevantes em sementes de alface (Lactuta sativa), exceto por modificagao
discreta no crescimento de raizes e partes aéreas, porém sem alteracao na
germinagao e sem efeito genotoxico.

O cultivo da Pereskia aculeata em regides de clima temperado é
possivel, porém deve-se considerar o periodo de quiescéncia que ocorre
durante o inverno, no qual a planta nao produz folhas. Os resultados das
analises fisico-quimicas evidenciaram grande variagcdo na composi¢céo da
planta ao longo do cultivo.

Sugere-se a realizagdo de estudos complementares para avaliar a
toxicidade cronica da planta Pereskia aculeata e seu potencial produtivo em

anos com caracteristicas climaticas distintas.
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Os demais resultados encontrados ao longo da pesquisa e que ainda
nao foram compilados na forma de artigos cientificos, foram apresentados

na forma de apéndices e se encontram a seguir.
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Apéndice A

Identificagcao de composto majoritario da planta Pereskia aculeata

Foram realizadas analises cromatograficas do extrato metandlico de
duas variedades da planta P. aculeata, uma com apice com pigmentos
avermelhados (acesso de Brasilia - DF) e outra com apice sem coloragéo
(acesso de Canelinha - SC) utilizando-se o HPLC (Fig. 1 e 2). Apos,
realizou-se o isolamento do componente majoritario da planta P. aculeata
variedade com apice sem coloracao, identificado na analise de HPLC (Fig.
2). Apds o isolamento desse composto, executou-se as analises de HRMS
(Fig. 3), UPLC-MS (Fig. 4) e RMN, 'H, *C e Cosy, (Fig. 5) com o intuito de

identificar o composto isolado.
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Pereskia aculeata variedade com apice com pigmentos avermelhados
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Figura 2. Cromatograma obtido por HPLC do extrato metandlico da planta

Pereskia aculeata variedade com apice sem coloragao
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(A) *C, (B) Cosy e (C) 'H
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Apéndice B

Quantificagao de acidos biliares em ratos tratados com a planta

Pereskia aculeata

Apds a coleta dos 6rgaos (figado, intestino delgado e grosso) e
fluidos (sangue, urina e fezes) dos animais tratados com P. aculeata
realizou-se a extracao e posterior quantificacdo dos acidos biliares por
UPLC MS/MS. Os resultados preliminares foram reunidos nas tabelas a

seguir apresentadas.

Tabela 1. Concentracao total de acidos biliares nas fezes de ratos tratados

com Pereskia aculeata (ug/g)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Dia -1* 115,14 107,90 149,37 79,20
Dia 0 141,93 124,16 109,09 85,86
Dia 1 95,94 92,73 90,84 86,24
Dia 2 126,71 129,79 154,27 131,5
Dia 3 122,73 128,22 109,68 124,92
Dia 7 72,65 63,85 63,55 72,75
Dia 13 58,55 64,87 51,94 51,34

Grupo 1 — 0 mg/kg; Grupo 2 — 1250 mg/kg; Grupo 3 — 2500 mg/kg; Grupo 4
— 5000 mg/kg de peso corporal. * Referente ao dia de administragao do
extrato.
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Tabela 2. Total de acidos biliares na urina de ratos tratados com Pereskia

aculeata (ug/g)

Urina Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Dia -1* 66,71 65,11 46,59 79,75
Dia 0 24,28 26,92 44,46 87,10
Dia 1 31,44 24,69 90,38 50,09
Dia 2 71,29 47,00 102,87 65,13
Dia 3 28,17 64,78 116,32 38,76
Dia 7 50,38 85,17 158,75 95,69
Dia 13 63,66 81,89 119,45 80,35

Grupo 1 — 0 mg/kg; Grupo 2 — 1250 mg/kg; Grupo 3 — 2500 mg/kg; Grupo 4
— 5000 mg/kg de peso corporal. * Referente ao dia de administragao do
extrato.

Tabela 3. Concentragéao total de acidos biliares no figado, sangue e

intestino delgado e grosso de ratos tratados com Pereskia aculeata (ug/g)

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Figado 33,69 35,67 46,22 35,99
Sangue 5,61 3,58 6,64 2,43
Intestino delgado 101,32 88,05 61,89 100,7
Intestino grosso 38,05 32,29 41,01 61,91

Grupo 1 — 0 mg/kg; Grupo 2 — 1250 mg/kg; Grupo 3 — 2500 mg/kg; Grupo 4
— 5000 mg/kg de peso corporal.
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