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RESUMO: A espécie Pereskia grandifolia Haworth (Cactaceae), conhecida popularmente como ora-pro-nobis, foi avaliada quanto as
suas propriedades antioxidantes e susceptibilidade antimicrobiana. As propriedades antioxidantes foram avaliadas pelo método de inibi¢do
do radical livre 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH"). Os extratos das folhas de P. grandifolia (1000 ig/mL) apresentaram propriedades
antioxidantes entre 10 e 30% de inibicdo. Dentre os extratos avaliados, o diclorometanico e o acetato de etila apresentaram maior
capacidade de seqiiestro de radicais livres de DPPH" (25 e 30% de inibicao, respectivamente). A susceptibilidade antimicrobiana foi avaliada
pelo método de microdiluicdo. Néo se observau atividade antibacteriana frente a Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli
(ATCC 25922), Bacillus subtilis (ATCC 6623) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), nem atividade antifingica frente a Candida
albicans (ATCC 10231)
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ANTIOXIDANT PROPERTIES AND ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY EVALUATION OF Pereskia grandifolia
HAWORTH (CACTACEAE)

ABSTRACT: The specie Pereskia grandifolia Haworth (Cactaceae), popularly known as ora-pro-nobis, was evaluated for their
antioxidant property and antibacterial susceptibility. The antioxidant properties were evaluated by inhibition of free radical 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH") method. The P. grandifolia leaves extracts (1000 pg/mL) shown antioxidant properties, with inhibition varying
between 10 and 30% of control. Among the tested extracts, the dichloromethane and ethyl acetate extracts presented higher free radicals
scavenging capability in the DPPH" method (25 and 30% of inhibition, respectively). Antibacterial activity was not observed against the
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922), Bacillus subtilis (ATCC 6623) and Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853), neither antifungal activity against Candida albicans (ATCC 10231).
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Introducao

Uma vasta quantidade de espécies de plantas
brasileiras permanece sem qualquer estudo quimico
ou biologico, o que poderia representar um potencial
econdmico valioso. A biodiversidade brasileira esta
ameacgada pela grande extingdo de espécies, o que
sem duvida causara ndo apenas a perda de substancias
de valor terapéutico, mas também o seu codigo de
expressdo genética, impossibilitando a manutencao
de um grande manancial quimico. Com o advento de
pesquisas nesta area, numerosas e valiosas informagdes
também estdo sendo obtidas com respeito aos dados
quimiotaxiondmicos. Estes dados, além de ajudar na
classificac@o botanica de espécies, também contribuem
direcionando a pesquisa para o estudo de vegetais
com maior probabilidade de se apresentar algum
composto com potencial aplicaco, eliminando etapas.
O resultado ¢ uma triagem bem mais racional, com
maiores possibilidades de éxito. Da mesma forma,

dados etnofarmacoldgicos também tém sido um dos
meios mais comuns para a descoberta de substancias
bioativas de plantas (HOSTETTMANN, QUEIROZ,
VIEIRA, 2003).

Dentre as intimeras familias de plantas
encontradas na flora brasileira, as cacticeas chamam
atencdo pela sua rusticidade e beleza. Esta familia ¢é
formada por trés subfamilias: Cereoideae, Opuntioideae
e Pereskioideae. Destas, a tltima é considerada a menos
evoluida (BURRET, LEBRETON, VOIRIN, 1982).
Um dos géneros considerados menos evoluidos ¢ o
Pereskia, com cerca de 25 espécies de cactos folheares,
distribuidos basicamente nas regides entre o Brasil e o
Meéxico. Algumas espécies sao utilizadas na medicina e
culinaria popular e apresentam altos teores nutricionais.
A espécie P. grandifolia, em especial, ¢ uma planta
vastamente distribuida, do nordeste brasileiro ao Rio
Grande do Sul. O dominio popular lhe confere vasta
sinonimia como: cacto rosa, ora-pro-nobis, jumbeba,
rosa-madeira. Devido a beleza de suas flores, a espécie
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¢ cultivada como planta ornamental. Na medicina
popular as folhas sdo utilizadas como emolientes
no tratamento de erup¢des cutdneas ¢ aos frutos sdo
conferidas atividades expectorante e anti-sifilitica
(CORREA, 1984). As folhas e frutos desta espécie sdo
comestiveis e utilizados na culinaria, principalmente na
regido do semi-arido brasileiro.

Analises bromatoldgicas relataram a presenca
de grandes reservas vitaminicas, protéicas e sais
minerais nas folhas desta espécie (SILVA, 1995),
corroborando com o uso popular de plantas do género
Pereskia na alimentagao, devido as suas caracteristicas
nutricionais.

Nos ultimos anos, pesquisadores tém estudado
os efeitos farmacologicos da planta Pereskia grandifolia
Haworth (Cactaceae) com o objetivo de avaliar seu
potencial terapéutico. Estudos preliminares do extrato
alcodlico de P. grandifolia mostraram uma significativa
acdo analgésica em modelos animais (COSTA et al.,
2003). A atividade farmacologica central do extrato
etanolico também foi avaliada, indicando um possivel
efeito ansiolitico (FANHANI et al., 2002). Resultados
recentes indicaram que doses de 50 e 100 mg/kg deste
extrato sdo capazes de provocar um efeito hipnotico
sedativo (PEREIRA et al., 2005).

Outra espécie deste género, que apresenta
caracteristicas medicinais, é a Pereskia bleo. NaMalasia,
esta espécie ¢ considerada uma planta medicinal com
atividade anti-tumoral, anti-reumatica, anti-tulcera e
antiinflamatéria. Pesquisadores malaios avaliaram seu
extrato metandlico e observaram significante atividade
citotoxica sobre linhagens de células T-47D (TAN et
al., 2005). Segundo o estudo, as atividades desta planta
devem estar relacionadas a presenga de glicosideos
altamente complexos e saponinas que ocorrem no
género Pereskia. Contudo, foi sugerido que o extrato
metanolico desta espécie deve conter compostos
bioativos capazes de matar células de cancer de mama,
T-47D, pelo mecanismo de apoptose, principalmente
via ativacdo de 3-caspase.

Poucas espécies do género Pereskia foram
avaliadas quimicamente. Estudos da espécie P
grandifolia resultaram no isolamento de duas saponinas
do acido oleanodico (SAHU, BANERJI, CHAKRAVA,
1974). Thomas, Joel e John (1987) isolaram dois esterdis
da espécie P. aculeata: o sitosterol e o estigmasterol.
Outros estudos desta espécie revelaram a presenca
de compostos heterossacarideos (SIERAKOWSKI,
GORIN, REICHER, 1987 e 1990), arabinogalactano
(MERCE et al., 2001a) e galactomananas (MERCE
et al., 2001b). Estas duas ultimas substancias
correspondem a biopolimeros com potencial aplicagao
naassociagdo aions Fe (I11), Co (II), Cu (II), Mn (II) e Ni
(ID), e na industria alimenticia. A espécie P. guamacho
também tem apresentado biopolimeros polissacarideos
(DEPINTO, DEMONCADA, MARTINEZ, 1994). Um
“screening” cromatografico de plantas deste género (P,
aculeata, P. autumnalis, P. corrugata, P. cubensis, P.
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godseffiana, P. grandifolia, P. grandiflora, P. scandens,
P. pititache e P. tampicana) revelou a presenca de
alcaldides como mescalina e outras B-fenetilaminas
(DOETSCH, CASSADY, McLAUGHLIN, 1980).

A busca por substancias antioxidantes naturais
vem aumentando nos ultimos anos. Antioxidantes
sdo substidncias que retardam ou previnem
significativamente a oxidagdo de lipidios ou outras
moléculas, ao inibirem a iniciagdo ou propagagdo da
reacdo de oxidagdo em cadeia, além de prevenirem ou
repararem danos ocasionados as células pelas espécies
reativas de oxigénio. Uma quantidade substancial de
evidéncias tem indicado o papel chave dos radicais
livres e outros oxidantes como grandes responsaveis
pelo envelhecimento e pelas doengas degenerativas
associadas ao envelhecimento, como cancer, declinio do
sistema imune, doengas cardiovasculares e disfuncoes
cerebrais. Assim, antioxidantes que seqiiestram os
radicais livres, tanto previnem como apresentam alto
potencial terapéutico em doengas que apresentam estes
radicais (BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006).

Como parte de nossos estudos sobre a
investigacdo da composi¢do quimica e de possiveis
atividades de plantas medicinais nativas, o presente
trabalho teve como objetivoaavaliagdo das propriedades
antioxidantes e da susceptibilidade antimicrobiana
do extrato bruto (alcoolico total) e de polaridades
crescentes das folhas de Pereskia grandifolia Haworth
(Cactaceae). O numero limitado de trabalhos cientificos
a respeito de plantas deste género e a importancia
nutricional de algumas de suas espécies nos motivaram
a desenvolver este estudo.

Material e método
Material vegetal

A espécie Pereskia grandifolia foi coletada em
margo de 2005, no Horto Medicinal da Universidade
Paranaense — Unipar, na cidade de Umuarama, PR. A
exsicata do material vegetal encontra-se depositada no
Herbario Educacional da Unipar (Campus Paranavai)
sob o registro ID n° 1881.

Preparacio dos extratos

Apos secagem e moagem das folhas da planta,
parte do material foi submetida a maceracdo com
alcool 70% resultando no extrato bruto alcoolico. Este
extrato foi concentrado em rotaevaporador sob vacuo
em temperatura de 50°C. Outra parte do material foi
submetida a sucessivas extragdes em extrator Sohxlet,
utilizando-se os solventes hexano, diclorometano,
cloroformio, acetato de etila e metanol, dando origem
aos respectivos extratos de polaridades crescentes.
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Avaliacdo das propriedades antioxidantes...

Avaliacio da capacidade antioxidante

As propriedades antioxidantes dos extratos das
folhas de P. grandifolia foram avaliadas por método
espectrofotométrico (MOLYNEUX, 2004), utilizando
o radical livre estdvel 2,2-difenil-1-picrilidrazil,
DPPH’ - (Sigma). Os experimentos foram realizados
adicionando-se 2,9 mL da solugdo de DPPH’4,7mg/
200mL) ao mesmo volume de uma solugdo metanodlica
dos respectivos extratos de P grandifolia, nas
concentracdes de 100 e 1000ug/mL. Apos a adi¢ao
do radical DPPH", as solu¢des foram deixadas em
repouso por 30 min e suas absorbancias lidas a 515
nm em um espectofotometro (Femto, modelo 700
plus). A atividade antioxidante foi calculada através
da equacao:

%DPPH = [(Abs C — Abs A)x100]/(Abs C)

onde Abs C e Abs A correspondem as absorbancias do
controle e da amostra, respectivamente. Uma solugao de
acido ascorbico (Merck) 100pg/mL foi utilizada como
padrdo positivo. Todas as analises foram realizadas
em triplicata com repeti¢do (n=6) e apresentadas em
porcentagem de inibigdo (%), calculados em relacdo a
amostra controle (metanol+DPPH" 60uM). Os desvios
padrao foram dados em porcentagem de inibicao.

Avaliacio da susceptibilidade antimicrobiana

A susceptibilidade antimicrobiana foi avaliada
através das concentrac¢des inibitorias minimas (CIMs)
de cada extrato. As CIMs foram realizadas em triplicata
pela técnica de microdiluicdo em caldo Mueller-
Hinton (CMH) para bactérias e caldo Sabouraud para
leveduras. Para determina¢do da CIM, inicialmente
foram preparadas solugdes estoque de 20,0 mg/
mL dos extratos solubilizados em dimetilsulféxido
(DMSO). Em seguida realizou-se uma dilui¢ao 1:10
em um tubo eppendorf contendo CMH e o outro
caldo Sabouraud. Utilizando uma microplaca com
96 pocos, foram adicionados 100,0 pL da dilui¢ao
em cada pogo. Em seguida foram adicionados 100,0
puL das solugdes estoque (1:10) no primeiro pogo,
obtendo-se uma concentragdo inicial de 1000 pg/ml.
A partir desta concentragd@o foi realizada uma diluigao
seriada, homogeneizando e transferindo 100,0 uL do
primeiro pogo para o segundo e assim sucessivamente,
até o ultimo pocgo. Foram adicionados 5 pL suspensao
bacteriana (107 UFC/mL) de Staphylococcus aureus
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922),
Bacillus  subtilis (ATCC 6623) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) ou de leveduras (10* UFC/
mL) Candida albicans (ATCC 10231) em cada pogo,
(exceto no controle da amostra). As microplacas foram
incubadas em estufa a 37 °C por 24 h. A CIM foi
definida como a maior dilui¢do em que houve inibi¢ao

do crescimento, ou seja, auséncia de turvagdo, quando
comparada com o controle bacteriano ou de leveduras.

Resultados e discussao
Propriedades antioxidantes

Entre os métodos quimicos aplicados para se
determinar a capacidade de um composto para capturar
radicais livres, o método de inibicdo de radicais de
DPPH’ ¢ um dos mais utilizados, por ser considerado
pratico, rapido e estavel (MOLYNEUX, 2004). O
método se baseia na transferéncia de elétrons de um
composto antioxidante para um radical livre de DPPH’,
que, ao se reduzir, perde sua colorag@o purpura. Desta
forma, avalia-se apenas o poder redutor do antioxidante,
que, ao doar um elétron, se oxida, e por este motivo nao
detecta substancias pro-oxidantes. Este método ¢ muito
utilizado para avaliar a capacidade seqiiestradora de
radicais livres de muitos produtos naturais (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006).

Os extratos brutos (alcodlico total), hexanico,
diclorometanico, cloroféormico, acetato de etila
e metandlico das folhas de P grandifolia, nas
concentracdes de 100 e 1000g/mL, foram testados
na presenca de DPPH’ para avaliar a capacidade de
inibi¢do deste radical e, consequentemente, determinar
os extratos com maior poder antioxidante. Os resultados
obtidos nesta avaliacdo sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Avaliagdo das propriedades antioxidantes das
folhas de Pereskia grandifolia mediante inibi¢do do radical
estavel de DPPH'.

Percentual de inibicido do

) radical DPPH’
Extratos e fragoes 100 £ o/ 1000 /vl
ML (%) (%)
Bruto alcoélico (70%) 3,5+29 10,0+ 2,9
HexAanica 3,8+3,1 15,9+2,5
Diclorometinica 58+1,3 26,0+ 1,8
Cloroféormica 58+1,3 19,6 £ 1,9
Acetato de etila 5,8+3,8 31,5+£2,6
Metandlica 49+33 18,7+3,1

Os resultados sdo apresentados em % de inibi¢do, + desvio
padrio.

Analisando os resultados obtidos, constatou-
se que a capacidade de seqliestro de radicais livres de
DPPH" dos extratos avaliados (1000fig/mL) variou
entre 10 e 30% aproximadamente. Entre os extratos
avaliados, os de polaridade média (diclorometanico
e acetato de etila) apresentaram maior capacidade de
seqiiestro de radicais livres de DPPH’, com cerca de
25 e 30% de inibicdo, respectivamente. Diminuindo a
concentracdo dos extratos para 100{ig/mL, verificou-
se que a capacidade de inibigdo de DPPH’ tornou-se
extremamente baixa, variando entre 3 e 6%. Estes
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resultados demonstram que as folhas de P. grandifolia
apresentam propriedades antioxidantes modestas.
Considerando que substincias naturais podem ser
responsaveis pelo efeito de protegdo contra o risco de
muitos processos patologicos, osresultados obtidosneste
trabalho mostraram que apesar de esta planta apresentar
importantes propriedades nutricionais (SILVA, 1995),
ela ndo atuaria como um eficaz agente antioxidante
de radicais livres. Varios ensaios fitoquimicos para
determinar a presenca de compostos fenolicos (taninos
e flavonoides) foram realizados, tendo como resultado
a presenga de taninos e flavonodides em concentragdes
baixas. Logo, ndo ¢ esperada a presenca de quantidade
expressiva de componentes fendlicos e correlatos na
composi¢do de metabdlitos secundarios desta espécie,
justificando entdo o baixo poder antioxidante dos
extratos avaliados.

Susceptibilidade antimicrobiana

A susceptibilidade antibacteriana dos extratos
das folhas de P. grandifolia foi avaliada pelo método
da microdilui¢do. Nenhum dos extratos avaliados
apresentou atividade frente as cepas testadas de
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus
subtilis € Pseudomonas aeruginosa. Todos os extratos
também foram testados frente ao fungo leveduriforme
Candida albicans, entretanto, nenhum deles apresentou
atividade contra este microrganismo.

Conclusoes

A partir dos resultados obtidos foi possivel
concluir que os extratos das folhas de P. grandifolia
(1000 ig/mL) apresentaram propriedades antioxidantes
relativamente baixas, variando entre 10 e 30%. Dentre
os extratos avaliados, os extratos de polaridade média
(diclorometénico e acetato de etila) apresentaram maior
capacidade de seqiiestro de radicais livres de DPPH’
(25 e 30% de inibigdo, respectivamente). Apesar de
a P grandifolia apresentar importantes propriedades
nutricionais (SILVA, 1995), ela ndo atuaria como
agente antioxidante de radicais livres eficaz.

Com relacdo a atividade antimicrobiana, a
mesma nao foi observada frente as bactérias e levedura
avaliadas.
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* Local: Unipar — Campus de Umuarama (Sede)*.

INFORMACOES:

Secretaria de Pés-Graduagéao Stricto Sensu

da UNIPAR-Umuarama (Sede)

Horario: das 9 as 18 horas, de segunda a sabado
(44) 3621.2885

e-mail: mtdbiotecnologia@unipar.br
www.unipar.br
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“Algumas aulas seréo na Unipar - Campus Cascavel e Toledo.
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