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Analise da fragao aquosa do extrato das folhas de Pereskia
grandifolia Haw. (Cactaceae) por UHPLC-ESI-(-)-HRMS/MS

Analysis of the aqueous fraction of Pereskia grandifolia
Haw. leaf extract (Cactaceae) by UHPLC-ESI-(-)-HRMS/MS

RESUMO

A espécie Pereskia grandifolia Haw. (Cactaceae), conhecida como ora-pro-nobis, é considerada
uma planta alimenticia ndo convencional. Esta espécie tem despertado o interesse da industria
alimenticia, devido a presenca de nutrientes importantes em sua constituicdo, como proteinas,
mucilagens, fibras e minerais. O principal objetivo deste trabalho foi a identificacdo da
composigdo quimica da fragdo aquosa do extrato bruto das folhas de P. grandifolia (PGAq). A
fracdo PGAq foi analisada por HPLC-ESI-(-)-HRMS/MS. A andlise de ions moleculares
monoisotdpicos tedricos e de seus fragmentos, seguida da comparagdo destes com espectros
de alta resolugdo de bancos de dados internacionais levou a identificagdo de 10 compostos:
trés isomeros do diidroxibenzaldeido, quatro acidos hidroxibenzoicos (acidos vanilico e o-, m- e
p-hidroxibenzoico), dois acidos hidroxicinamicos (acidos p-cumarico e O-glucosilcafeico) e um
alcaloide (abrina). Todos os compostos fendlicos identificados podem contribuir como agentes
com capacidade antioxidante, mais uma evidéncia do carater nutracéutico de P. grandifolia.
Todos os compostos identificados nesse trabalho estdo sendo relatado pela primeira vez em P.
grandifolia.

PALAVRAS-CHAVE: Compostos fendlicos. Ora-pro-nobis. Alcaloides. Antioxidante

ABSTRACT

The Pereskia grandifolia Haw. species (Cactaceae), known as ora-pro-nobis, is considered
an unconventional food plant. This species has aroused the interest of the food industry,
due to the presence of important nutrients in its constitution, such as proteins, mucilages,
fibers, and minerals. The main objective of this work was to identify the chemical
composition of the aqueous fraction of the crude extract of the leaves of P. grandifolia
(PGAqg). The PGAq fraction was analyzed by HPLC-ESI-(-)-HRMS/MS. The analysis of
theoretical monoisotopic molecular ions and their fragments, followed by their
comparison with high resolution spectra from international databases led to the
identification of 10 compounds: three isomers of dihydroxybenzaldehyde, four
hydroxybenzoic acids (vanylic and o-, m- and p-hydroxybenzoic acids), two
hydroxycinnamic acids (p-cumaric and O-glucosylcaffeic acids) and an alkaloid (abrine). All
identified phenolic compounds can contribute as agents with antioxidant capacity, further
evidence of the nutraceutical character of P. grandifolia. All compounds identified in this
work are being reported for the first time in P. grandifolia.

KEYWORDS: Phenolic compounds. Ora-pro-nobis. Alkaloids. Antioxidant
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INTRODUGCAO

A espécie Pereskia grandifolia Haw. (Cactaceae) é conhecida popularmente
como ora-pro-nobis ou cacto rosa. Tradicionalmente, é reconhecida pelo uso
alimentar, medicinal e ornamental (LORENZI e SOUZA, 2001). P. grandifolia é
considerada uma planta alimenticia ndo convencional (PANC) e tem despertado o
interesse da industria alimenticia, devido a presenca de nutrientes importantes
em sua constituicdo, como proteinas, mucilagens, fibras e minerais, como ferro e
célcio (ALMEIDA e CORREA, 2012, p. 751). As folhas desta espécie sdo utilizadas
na medicina tradicional para o tratamento de cancer, hipertensao, diabetes e
doencas associadas com reumatismo e inflamacdo (HARLEV et al., 2012, p. 713).

Estudos mostraram que P. grandifolia possui efeitos citotdxicos em varias
linhagens de células cancerosas e auséncia de citotoxicidade contra linhagens de
células normais (SRI NURESTRI et al., 2009, p. 488), elucidando assim a seguranca
no uso popular desta planta. Kazama et al. (2012, p. 86) evidenciaram que os
componentes ativos presentes na fragdo mais polar do extrato hidroetandlico das
folhas de P. grandifolia sdao eficazes em induzir a¢des diuréticas e hipotensoras,
com envolvimento direto do sistema arginina-vasopressina.

Estudos quimicos realizados com P. grandifolia revelaram presenca de uma
saponina do acido oleandlico (SAHU et al., 1974, p. 529) e dos compostos beta-
sistosterol, vitamina E, fitona, 2,4-di-tert-butilfenol e uma mistura constituida de
palmitato de metila, oleato de metila, estearato de metila e 2.4-di-tert-butilfenol,
isolados e identificados, a partir do extrato acetato de etila (SRI NURESTRI et al.,
2009, p. 488). Um “screening” cromatografico com algumas espécies de Pereskia
revelou a presenga de beta-fenetilamina, mescalina, beta-hidroxi-mescalina,
tiramina, 3-metoxi-tiramina, 3,4-dimetoxi-beta-fenetilamina, p-metoxi-beta-
hidroxi-beta-fenetilamina em P. grandifolia (DOETSCH et al., 1980, p. 79).

Considerando o papel da fragcdo mais polar do extrato de P. grandifolia sobre
as propriedades diuréticas e hipotensoras, o principal objetivo deste trabalho
consistiu na identificacdo de componentes quimicos desta fragdo. Para alcancar
tal objetivo, foi realizada a analise da mesma por meio de cromatografia liquida
de ultra eficiéncia hifenada com espectrometria de massa de alta resolucdo
(UHPLC-HRMS/MS).

METODOLOGIA

A andlise da fracdo aquosa do extrato de P. grandifolia preparada
anteriormente por Rodrigues (2018) e caracterizada por UHPLC-HRMS/MS (Ultra
High Performance Liquid Chromatography at tandem High Resolution Mass
Spectrometry), realizada no Complexo Central de Apoio a Pesquisa (COMCAP) da
UEM. Cerca de 100mg da fracdo aquosa foi solubilizada em acetonitrila,
ultrassonicada e centrifugada. Uma pequena aliquota do sobrenadante foi
analisada em um cromatégrafo liquido de ultra alta performance acoplado a um
espectrometro de massa de alta resolucdo do tipo Q-TOF (sistema hibrido
quadrupolo com tempo de v6o) equipado com fonte de ionizagdo tipo
eletrospray (ESI).

Os espectros de fragmentacdo obtidos foram comparados com a literatura e
analisados com auxilio de bancos de dados de espectros massas de acesso livre,
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como Massbank (HORAI et al., 2010, p. 703), Metlin (SMITH et al., 2005, p. 747) e
Human Metabolome Database (WISHART, D. S. et al., 2013, p. D801).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A fracdo aquosa do extrato das folhas de P. grandifolia foi avaliada por UHPLC-
ESI-HRMS/MS, por se tratar de uma amostra complexa com ampla diversidade de
componentes quimicos. A fracdao foi analisada sob dois tipos de ionizacao distintos:
modos positivo (ESI-(+)) gerando sinais de massa [M+H] e modos negativo (ESI(-))
gerando sinais de massa [M-H]. De acordo com a literatura, os compostos que
apresentam agrupamentos bdasicos, como aminas, amidas e ésteres, normalmente
sdo analisados em modo positivo, dada a relativa facilidade dos mesmos serem
protonados. Sob outra perspectiva, as substancias contendo funcdes dacidas, tais
como 4cidos carboxilicos e fendis, sdo mais facilmente desprotonadas, e devido a
isso, sdo analisadas em modo negativo (CROTTI et al., 2006, p. 287).

Os cromatogramas obtidos da fracdo aquosa sob os modos positivo e
negativo de ionizacdo sdo apresentados na Figura 1.

Figura 1. Cromatogramas de ions totais da fragdo aquosa do extrato das folhas de P.
grandifolia obtidos em modo positivo (A) - UHPLC-ESI-(+)-HRMS/MS) e modo negativo
(B)- UHPLC-ESI-(-)-HRMS/MS) de ionizagdo.
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Fonte: Autoria prépria (2020)
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Ambos apresentaram perfis cromatograficos diferentes, demonstrando que
esta fracdo apresenta ampla diversidade de metabdlicos. Para analisar estes
cromatogramas, os espectros de massa correspondentes a regido de cada pico
foram processados. Em seguida, a massa molecular monoisotépica de cada
espectro foi comparada com um conjunto de dados de massas monoisotdpicas
calculadas ([M+H] e [M-H]) para metabdlitos conhecidos (identificados em
espécies da Familia Cactaceae), conforme levantamento bibliografico realizado
anteriormente (RODRIGUES et al., 2018). Esta investigacdo foi seguida da andlise
dos picos resultantes da fragmentacdo (EM/EM) e da comparacgdo dos espectros
de alta resolucdo com espectros de alta resolucdo de bancos de dados
internacionais (Massbank e Human Metabolome Database - HMDB).

A analise do cromatograma adquirido em modo negativo da fracdo aquosa
resultou na identificacdo de dez metabolitos secundarios. Os valores de massa
monoisotopica dos compostos apresentados e o erro de massa calculado (ppm)
foram propostos na Tabela 1.

Tabela 1 — Identificagdo, Férmula molecular, massa monoisotdpica, erro de massa, da
fracdo aquosa do extrato das folhas de P. grandifolia obtidos por UHPLC-ESI-(-) HRMS/MS.

Formula Massa mono- Bancos de
molecular isotopica [M H] dados

3 Isébmeros do diidroxi- MassBank,
benzaldeido (1-3) C7He03 138,0311 137,0233 HMDB
3 Isébmeros do acido C7He0s3 138,0311 137,0233 - MassBank,
hidroxibenzoico (4-6) HMDB
Acido p-cumarico (8) CoHsO3 164,0467 163,0389 -2,45 MassBank,
HMDB
Acido vanilico (7) CsHsOa4 168,0417 167,0339 -1,19 HMDB
Abrina (10) C12H14N202 218,1050 217,0971 -4,15 MassBank
Acido 4-O-glucosideo CisH1809 342,0945 341,0867 -4.98 HMDB
cafeico (Linocafein) (9)

Fonte: Autoria prépria (2020)

Figura 2 — Figuras dos compostos identificados na fragdo aquosa do extrato das folhas de
P. grandifolia por UHPLC-ESI-(-) HRMS/MS.
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Fonte: Autoria prépria (2020)
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Durante a andlise do cromatograma da fracdo aquosa (Figura 1B), foram
observados seis espectros EM/EM de ion molecular tedrico m/z 137,0233 + 0,0012
[M = H]%, correspondente & férmula molecular C7HsOs, em faixas de tempo de
retencdo diferentes (9,19-9,21min; 9,50-9,56min; 11,02-11,03min; 11,21-11,34min;
11,42-11,46min; 11,68-11,71min). Esta féormula molecular corresponde aos
metabdlitos do aldeido protocatecuico ou 3,4-diidroxibenzaldeido (1), acido p-
hidroxibenzoico (4) e acido salicilico (6), todos ja identificados em outras espécies de
Cactaceae. Curiosamente, o fragmento m/z 108,022 [CeHs02]* apareceu apenas nos
espectros de trés faixas de tempo de retencdo (9,19-9,21min; 9,50-9,56min; 11,02-
11,03min), o qual foi interpretado como o fragmento resultante da perda do

grupo aldeido [CHO]" e, consequentemente, como o aldeido protocatecuico (1) e

outros dois isdbmeros do diidroxibenzaldeido (2,3) (Figura 3). Os demais espectros
encontrados nas demais faixas de tempo de retencdo foram interpretados como
sendo os seguintes isdbmeros: acidos o-hidroxibenzoico (ac. salicilico) (6), m-
hidroxibenzoico (5) e p-hidroxibenzoico (4) (Figura 4).

Figura 3 — Espectro de fragmentag¢do UHPLC-ESI-(-)HRMS/MS do ion monoisotdpico
tedrico m/z 137,0233 atribuido a um isdmero do diidroxibenzaldeido.
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Fonte: Autoria prépria (2020)

Figura 4 — Espectro de fragmentag¢do UHPLC-ESI-(-)HRMS/MS do ion monoisotdpico
tedrico m/z 137,0233 atribuido a um isdmero do 4cido hidroxibenzoico.

Intens] -MS2(137.0247), 8.0-23.9eV, 11.34min #3631
E 137.0245
] *
50064
4006}
3000}
] 93.0347
2006}
1006}
I e S SR B o SRS T e
60 70 80 90 100 110 120 130 140 miz

Fonte: Autoria prépria (2020)

O espectro EM/EM do ion molecular teérico m/z 167,0339 [M — H]*, mostrou
alguns fragmentos caracteristicos do acido vanilico (7) quando comparado com
espectros de alta resolugao de bancos de dados. O acido vanilico e os trés isémeros
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do acido hidroxibenzoico (4-6) sdo classificados como acidos fendlicos. Eles sdo
componentes das complexas estruturas dos taninos hidrolisaveis e sdo menos
abundantes em forma livre nos vegetais consumidos pelos humanos (MANACH et
al., 2004, p.727).

O espectro de ion molecular tedrico m/z 163,0389 [M — H]* foi identificado
como sendo do acido p-cumidrico (8) quando comparado com espectros de alta
resolucdo de bancos de dados.

O espectro de massa do fon molecular teérico m/z 217,0971 [M — H]*, foi
analisado e comparado com espectro de banco de dados. Ao final, foi
interpretado como sendo alcaloide abrina (10). Este composto ja foi identificado
anteriormente na espécie P. aculeata (PINTO et al., 2015, p. 1715). Trata-se de
um alcaloide biossintetizado a partir do aminoacido L-(+)-triptofano.

O ion molecular tedrico m/z 341,0867 [M — H]* foi interpretado como sendo
o composto acido 4-O-glucosilcafeico (9), também conhecido como linocafein.
Este metabdlito também ja foi identificado em espécies de Cactaceae.

Com excecdo da abrina, os demais compostos identificados na fracdo aquosa
sdo classificados como compostos fendlicos, os quais sdo abundantes em frutas e
vegetais e, frequentemente, estdo associados a atividade antioxidante, que por
sua vez, estd relacionada com a reducdo no risco doencas cardiovasculares,
cancer e outras doencas cronicas.

Outros ions monoisotépicos estdo sob andlise, porém, ainda ndo foram
interpretados de forma conclusiva. O cromatograma adquirido em modo positivo
ainda ndo foi analisado. Paralelamente, a fracdo aquosa vem sendo fracionada
em coluna cromatografica com sephadex, na tentativa de isolar outros
compostos para futuras andlises de RMN e espectrometria de massa.

CONCLUSAO

A analise da fragdo aquosa do extrato bruto das folhas de P. grandifolia por
UHPLC-ESI-(-)-HRMS/MS levaram a identificacdo de dez metabdlitos secundarios
sendo trés isdmeros do diidroxibenzaldeido, quatro acidos hidroxibenzoicos
(acidos o-, m- e p- hidroxibenzoico, e vanilico), dois acidos hidroxicinamicos
(acidos p-cumdrico e O-glucosilcafeico) e um alcaloide (abrina). Todos os
compostos fendlicos identificados podem contribuir como agentes com
capacidade antioxidante, mais uma evidéncia do carater nutracéutico da P.
grandifolia. Todos os compostos identificados nesse trabalho estdo sendo
relatado pela primeira vez em P. grandifolia.
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