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RESUMO

A espeécie Pilosocereus gounellei A. Weber ex K. Schum. Bly. ex Rowl (Cactaceae),
conhecida popularmente como xique-xique é endémica do semiarido brasileiro com
habitat desde o Maranhdo até a Bahia. H& relatos do uso do macerado das suas raizes,
pela medicina popular, para o tratamento de doencas do trato urinario e inflamacdo da
prostata; e o0 macerado da medula dos cladddios, para o tratamento de gastrite. O estudo
fitoquimico de P. gounellei proporcionou o isolamento e identificagdo de nove
substancias, sendo trés esteroides, p-sitosterol, a mistura do p-sitosterol com o
estigmasterol e a mistura do f-sitosterol e estigmasterol glicosilados; trés flavonoides,
pinostrobina, quercetina e canferol; um composto porfirinico, feofitina a; além de duas
alcamidas, a trans-feruloiltiramina e a 7’- etoxi trans- feruloiltiramina (marianneina),
que foi descrita pela primeira vez na literatura. A caracterizagdo estrutural das
substancias foi feita por métodos espectroscopicos de RMN uni e bidimensionais de *H,
B3C. A anélise da atividade antioxidante da fracdo metandlica e extratos dos cladédios,
raizes, flores e frutos revelou que o extrato dos frutos possui alto potencial antioxidante,
frente aos demais extratos analisados de P. gounellei, sendo um candidato a possivel
produto nutracéutico. A triagem da atividade antimicrobiana, frente a microrganismos
da cavidade oral, revelou que as amostras de P. gounellei, com excecao do extrato dos
frutos e fracdo metandlica, possuem uma discreta atividade frente a E. colli. A
metodologia analitica validada, utilizando-se HPLC-ELSD, possibilitou quantificar o j-
sitosterol, no extrato dos cladddios (0,38 + 0,023 mg de g-sitosterol/g de extrato dos
cladddios) além de contribuir para o controle de qualidade da matéria-prima vegetal. Os
resultados obtidos no presente estudo sugerem que P. gounellei possui grande portencial

para tornar-se um nutracéutico com excelente atividade no combate a radicais livres.

Palavras-chave: Pilosocereus gounellei; Cactaceae; 7’ etoxi trans-feruloiltiramina; f-

sitosterol.



ABSTRACT

The species Pilosocereus gounellei A. Weber ex K. Schum. Byl. ex Rowl (Cactaceae),
popularly known as “xique-xique” is endemic in Brazilian semiarid with habitat from
Maranhdo to Bahia. It has been reported that the roots marerated is used in popular
medicine to treat urinary diseases and prostate inflammation, and the cladodes
macerated has been used to treat gastritis. The phytochemical study of P. gounellei
provided the isolation and identification of nine compounds, being three steroids, B-
sitosterol, a mixture of B-sitosterol with stigmasterol and a mixture of -sitosterol and
stigmasterol glucosides; three flavonoids, pinostrobin, quercetin and kaempferol; one
porphyrin compound, pheophytin a; besides two alkamides, trans-feruloyl thiramine and
7'-ethoxytransferyleryramine (mariannein), which is being described for the first time in
the literature. The structural characterization of the substances was performed by
spectroscopic methods such as uni and bi -dimensional *H and *C NMR. The
antioxidant activity analysis of methanolic fraction, cladodes, roots, flowers and fruits
extracts showed that the fruit extract possess great antioxidant potential, being a
candidate for nutraceutical product. The antimicrobial screening revealed that all the
samples of P. gounellei, except for the fruits extract and methanol fraction, have a
moderate activity against E. colli. The validated analytical method, using HPLC-ELSD,
led to quantify the g-sitosterol in cladodes extract (0.38 £ 0.023 mg p-sitosterol / g
cladodes extract) and contributed to the quality control of raw-material plant. The
present study suggests that P. gounellei has great potential to become a nutraceutical

product with excellent activity against free radicals.

Keywords: Pilosocereus gounellei; Cactaceae; 7’-ethoxy-trans-feruloyltyramine; -

sitosterol.
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1. INTRODUCAO
1.1 Importancia das plantas medicinais

O homem utiliza as plantas com fins medicinais para o tratamento de doencas
desde a antiguidade, sendo este conhecimento acumulado e transmitido de geragdo para
geracdo (AGENTA et al., 2011), fato este que atua como ferramenta para a ciéncia, na
busca por substancias que possam se tornar ponto de partida para o desenvolvimento de
novos farmacos (MACIEL et al., 2002).

Durante o século XIX, o interesse por produtos naturais dotados de atividade
farmacoldgica, levou ao isolamento dos primeiros constituintes quimicos de origem
vegetal (SNEADER, 2005; SCHENKEL et al., 2010) e também ao reconhecimento de
que as propriedades terapéuticas das plantas medicinais estavam atreladas a sua
constituicdo quimica e ndo as crendices relacionadas a componentes sobrenaturais
(HILL-RANG, 2013). Este fato foi um marco para o desenvolvimento cientifico de
novos medicamentos.

Vaérias substancias, oriundas de produtos naturais, foram isoladas e identificadas
neste periodo, destacando-se a morfina (1804), analgésico eficaz obtido a partir da
Papaver somniferum L. Posteriormente foram isoladas a atropina (1833), susbtancia
anticolinérgica isolada da Atropa belladonna L., a digitoxina (1820), glicosideo
cardiotbnico isolado a partir da Digitalis purpurea L. e muitos outros (SNEADER,
2005). Como outros exemplos, pode-se citar o isolamento e purificagdo da vimblastina
(1954) e vincristina, alcaloides isolados e purificados da Catharanthus roseus (L.),
conhecida como vinca. Estes alcaloides impedem a multiplicacdo dos glébulos brancos
e sdo utilizados no combate a leucemia. Atualmente estas substancias sdo de grande
utilidade no tratamento de linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, cancer de ovario e
testiculos e leucemia linfobléstica aguda (EFFERTH, KOCH, 2011; BRANDAO, et al.,
2010).

Os remédios derivados de plantas medicinais, utilizados na forma bruta ou de
extrato vegetal, passaram a despertar o interesse de estudos cientificos, incorporando o
conhecimento da quimica e das ciéncias biologicas contribuindo, portanto, para o
desenvolvimento da farmacologia e da terapéutica moderna (PEREIRA, 2013).

De acordo com Newman, os medicamentos derivados de produtos naturais sao

capazes de tratar 87% das enfermidades humanas, incluindo, por exemplo, os indicados
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como antibacterianos, anticoagulantes, antiparasitarios, imunossupressores e
anticancerigenos (NEWMAN, 2003).

O Brasil esta inserido no que se chama megabiodiversidade representada
também por Australia, China, Colémbia, Equador, india, Indonésia, Madagascar,
Malasia, México, Peru e Zaire. Segundo as estimativas da Convencao da Diversidade
Biologica, o Brasil possui a maior diversidade continental, abrigando de 15 a 20% de
toda biodiversidade do planeta (BARREIRO E BOLZANI, 2009) e se destaca pela
presenca de dois biomas extremamente importantes, o cerrado e a caatinga, estando a
caatinga localizada no semiarido nordestino e se caracterizando como detentora de uma
porcéo significativa da biodiversidade do pais (ARAUJO e ALBUQUERQUE, 2007).
Estes biomas sdo considerados, segundo Norman Myers (1988), hotspot mundiais,
termo este que define quais areas sdo mais importantes para a preservacdo da
biodiversidade, tendo em vista que esta ndo é igualmente distribuida pelo planeta
(MYERS et al., 2000).

O estudo fitoquimico de matérias-primas vegetais tem por objetivo conhecer,
isolar e identificar os constituintes quimicos ou quantificar a sua presenca. O panorama
da fitoquimica no Brasil é de extrema importancia quando se considera sua grande
riqueza vegetal e as possibilidades para o desenvolvimento de novos medicamentos,
onde grande parte das suas plantas nativas ainda ndo tem estudos que permitam a
elaboragdo de monografias completas e modernas. Muitas espécies da nossa flora séo
adotadas de modo empirico de acordo com a medicina popular, sem respaldo cientifico
quanto a sua eficdcia e seguranga, demonstrando que em um pais com imensa
biodiversidade como o Brasil, ainda existe uma enorme distancia entre a oferta de
plantas e o estudo cientifico. Este fato se torna um grande incentivo ao avango do estudo
destas plantas (FOGLIO et a., 2006).

Atualmente no mercado mundial, cerca de 50% das plantas sdo usadas na
alimentacdo, 25% em cosméticos, 20% pela industria farmacéutica e 5% em outras
atividades (CANIGUERAL et al., 2003). Assim, o potencial de inovacio tecnoldgica
empregando produtos naturais segue em avanco notavel, levando pesquisadores a
buscarem o desenvolvimento de produtos que tragam multiplicidade de beneficios a
salde humana (MAW et al., 2011).

As varias metodologias para a obtencdo de farmacos estdo dentro da abordagem
biotecnoldgica e as correspondentes técnicas genéticas, que possibilitaram identificar e

preparar diversas proteinas; a quimica combinatoria, que permite o desenvolvimento de
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técnicas de triagem em larga escala como o HTS (High-troughput screening) que
permitem que até 100 mil compostos sejam testados num Unico dia em relacdo a sua
atividade biologica e a quimica computacional que correlaciona a estrutura molecular
com a atividade biolégica (BRANDAO et al., 2010; YUNES e CHECHINEL FILHO,
2001).

Com base nestes dados e buscando aprofundar o conhecimento desenvolvido a
partir de estudos compilados nas areas de farmacoquimica, farmacologia e industria
farmacéutica, optou-se pelo estudo da espécie Pilosocereus gounellei, pesquisada
anteriormente por FERNANDES (2013). Esta espécie é utilizada pela populagédo tanto
na alimentacdo quanto para a cura de males, desta forma, busca-se com este trabalho,
obter informacdes cientificas quanto a sua constituicdo quimica e suas propriedades
farmacoldgicas, bem como desenvolver metodologias analiticas para quantificacdo de
ativos, de forma que se garanta o controle de qualidade da matéria-prima vegetal,
condicdo essencial para a obtencdo de um produto seguro, eficaz e de qualidade
comprovada. Este trabalho e o de FERNANDES (2013), econtram-se inseridos no
projeto Universal, no qual busca também, retornar todas as informacdes adiquiridas

nestes estudos para a populagdo, em forma de cartilhas e ministracéo de palestras.
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1.2 FUNDAMENTACAO TEORICA

1.2.1 Consideracao sobre a familia Cactaceae

O Brasil é o pais que guarda a maior biodiversidade do planeta, possuindo 13%
das espécies ja catalogadas pelo mundo, onde uma porcdo significativa destas encontra-
se na caatinga do Semiarido nordestino (QUEIROZ et al., 2006). A caatinga apesar de
parecer uma regido pobre é extremamente rica em sua biodiversidade vegetal,
destacando-se pela presenca da familia Cactaceae.

A familia Cactaceae é composta por cerca de 124 géneros e 1438 espécies,
(HUNT et al.,, 2006) e se subdividide em quatro sub-familias: Maihuenioideae,
Pereskioideae, e Cactoideae Opuntioideae , sendo as duas primeiras detentoras de maior
biodiversidade (WALLACE et al., 1995). Possui ocorréncia em todo territorio
americano, em regides tropicais e temperadas, com maior variedade de espécies no
México (SOUZA et a.l, 2005) e com o terceiro maior centro de diversidade presente no
Brasil (TAYLOR e ZAPPI, 2004), com espécies distribuidas nos biomas: amazonico,
caatinga, cerrado, floresta atlantica, pampa e pantanal (TAYLOR et al., 2016) (Figura
1, Pag. 25). A familia Cactaceae se distribui por todo territGtio brasileiro onde esta
representada por 39 géneros e 260 espécies, com 14 géneros e 187 espécies endémicas,
(ZAPPI et al., 2016). Estas espécies ganharam relevancia pela utilizacdo na alimentacéo

humana e de animais, principalmente em épocas de seca (LUCENA, 2012).

Figura 1. Distribuicdo geografica da familia Cactaceae representada pelos pontos em
amarelo (Fonte: http://www.discoverlife.org/mp/20m?act=make_map - Acessado em:
16 de janeiro de 2016).
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As espécies da familia Cactaceae sdo geralmente representadas, por plantas
perenes, com caracteristicas adaptativas que possibilitam a sobrevivéncia em ambientes
de grande aridez, sdo em grande parte, suculentas, com caules desprovidos de folhas e
em contrapartida, detentores de ramos espinhosos; além de possuirem suas flores,
solitarias e vistosas, que apresentam ovarios receptacular (BARTHLOTT; HUNT, 1993;
ROCHA et al., 2007).

As Cactaceas sdo utilizadas também como plantas ornamentais, cercas vivas, na
alimentacdo humana com a producdo de doces, farinhas, biscoitos, cuscuz, além de
serem utilizadas como combustivel, adsorvente de gasolina, cosmético e quando
florescem atuam como bioindicador de chuvas (ZAPPI e TAYLOR, 2011; SILVA,
2015).

Suas espécies também sdo utilizadas para fins medicinais. A mucilagem
composta majoritariamente de agua e polissacarideos obtida da espécie Opuntia ficus-
indica (L.) Mill. é utilizada para prevenir desidratacdo, para curar furinculos, dores de
barriga, infeccdo urinaria, inflamac@es topicas e ulceracdes da pele (MORTON, 1990;
SILVA, 2015). Agra e colaboradores (2008) citam utilizacdo das raizes de Pilosocereus
gounellei (xique-xique) e Pilosocereus pachycladus F. Ritter (facheiro) contra
inflamagdes prostaticas. Cereus jamacaru (mandacaru) destaca-se no tratamento de
afeccdes geniturinarias, do aparelho digestorio, respiratorio e renal, além de ser
utilizado como diurético e para tratar inflamac6es de modo geral. Melocactus zehntneri
(Britton & Rose) Luetzelb, conhecido popularmente como coroa-de frade (TAYLOR et
al., 2016) ¢ utilizado no tratamento de afecgdes respiratorias, inflamages, para tratar
colicas e “limpar o ttero” apds o parto (SILVA, 2015) (Figura 2, Pag. 27). No México,
as cactaceas sao amplamente utilizadas na medicina tradicional por curandeiros e tribos
indigenas, com diversas atividades etnofarmacoldgicas, tais como: analgésicas,
antibidticas, anti-inflamatérias e diuréticas; para tratar problemas intestinais, tosses,
curar alguns tipos de Ulceras e para o controle de diabetes e colesterol, dentre outras
(Quadro 1, Pag. 28) (HOLLIS & SHEINVAR, 1995; BARBERA et al., 1999).

No tocante a quimiotaxonomia, a familia Cactacea, vem sendo estudada desde
1917, relatando a presenca de diversas classes de constituintes quimicos, como: acidos,
alcaloides, triterpenos, esteroides, saponinas, heterosideos, betacianinas, betaxantinas,
flavonoides e alcoois (FERNANDES, 2013). A presenca de flavonoides, como
quercetina, rutina, canferol e seus derivados, atrelados a suas atividades antioxidantes

foram relatados em varias espécies de Cactaceae como em Opuntia monocantha,
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Opuntia ficus-indica e Pilosocereus arrabidae (GONCALVES et al.,, 2015). A
ocorréncia de substancias nitrogenadas como pS-feniletilaminas, alcaloides tetra-
hidroisoquinolinicos e seus derivados também sdo bastante citados nesta familia
(SMITH, 1977; LUNDSTROM, 1983). Entre espécies do género Neobuxbaumia foi
relatado o isolamento de trés derivados de alcaloides tetrahidroisoquinolicos,
salsolidina, carnegina e anhalidina, (FLORES ORTIZ et al.,, 2012) e no género
Gymnocalycium foi citada a presenca de seis substancias derivadas de - feniletilaminas

e nove substancias derivadas de alcaloides tetrahidroisoquinolinicos (STARHA, 1997).

Figura 2. Espécies de Cactaceae: A. Cereus jamacaru; B. Melocactus bahiensis; C.
Opuntia. ficus indica; D. Pilosocereus gounellei; E. Pilosocereus pachycladus; (Fonte:
LUCENA et al., 2015).
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Quadro 1. Finalidades de uso das espécies de cacticeas citadas por moradores do municipio do Congo (comunidade rural de Santa Rita),

Paraiba, Nordeste, Brasil. Fonte: Lucena Adaptacdo et al., 2015.

Nome Cientifico Nome Popular Finalidade de Uso Porcao utilizada Forma de Preparo Indicacéo
) Fruto In natura, suco e doce Nutricdo
Alimento _ - -
Miolo (polpa) Cozido Nutricdo
) Apéndice e
Decocgao .
vesicula
3 Doenga da mulher e
Infuséo i
préstata
] Bronquite, caroco,
Raiz
] Lambedor problema de pele e
Cereus jamacaru DC.
) Mandacaru tuberculose
Subsp. jamacaru o i
Medicinal Coluna, colica e
Molho por 24 horas excesso de sangue em
menstruacao
Alergia, problemas de
] coluna, diabetes,
Miolo (polpa) Molho )
reumatismo, problemas
Nnos rins e vermes
Fruto Lambedor Gripe e tosse
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Quadro 1. Finalidades de uso das espécies de cactaceas citadas por moradores do municipio do Congo (comunidade rural de Santa Rita),

Paraiba, Nordeste, Brasil. Fonte: Lucena Adaptagéo et al., 2015.

Nome Cientifico Nome Popula r Finalidade de Uso Porcéo utilizada Forma de Preparo Indicacéo
Fruto In natura Nutricéo
Alimento
Miolo (polpa) Doce, assado Nutricéo
Baba “parénquima Retirar caroco
Passar no local )
aquifero” e espinhas da pele
Melocactus zehntneri Bronquite, cancer, dor de
(Britton & Rose) Coroa-de-frade cabeca,
Miolo (polpa) Lambedor )
Luctzclb. Medicinal gripe, tosse e
verme
Decoccéo Resfriado
Raiz i Tumor e
Infuséo
verme
Napalea cochenillifera ) Folha (raquete) Cozido Nutricéo
Palma doce Alimento
(L.) Salm-Dyck Fruto In natura Nutricéo
Folha (raquete) Cozida e picolé Nutricdo
Alimento Fruto In natura ou suco Nutricdo
Opuntia ficus-indica (L.) Palma.f )
Mill. aima-forrageira Miolo (polpa) Cozido e ensopado Nutricdo
o ) Coloca em cima do local ) )
Medicinal Miolo (polpa) Retirar espinhas da pele
afetado
Opuntia sp. Palma-redonda Alimento Fruto In natura Nutricdo
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Quadro 1. Finalidades de uso das espécies de cactaceas citadas por moradores do municipio do Congo (comunidade rural de Santa Rita),
Paraiba, Nordeste, Brasil. Fonte: Lucena Adaptacéo et al., 2015.

Nome Cientifico Nome Popular Finalidade de Uso Porcéo utilizada Forma de Preparo Indicacéo
Fruto In natura Nutricéo
Alimento : 3 -
) ] Miolo (polpa) Assado ou cozido Nutricdo
Pilosocereus gounellei
“Baba” (Parénquima Para retirar espinhas da
(F.A.C. Weber) Byles & Xique-xique , 1 Passa no local afetado |
G.D. Rowley subsp. aquifero) pete
gounellei Medicinal Fruto In natura Prisdo de ventre
. Para retirar espinhas da
Miolo (polpa) Passa no local afetado
pele
Pilosocereus pachycladus Fruto In natura e suco Nutricdo
: Alimento
F. Ritter subs-p. Facheiro Miolo (polpa) Doce e cocada Nutrigdo
pernambucoensis (F.

Ritter) Zappi Medicinal Miolo (polpa) Queimadura Auxiliar na queimadura
Tacinga inamoena (K. Alimento Fruto Geleia e suco Nutrigdo
Schum.) N.P. Taylor & Cumbeba Medicinal Miolo (polpa) Passa no local afetado Retirar espinhas da pele

edicina

Stuppy

Nao informado

N&o informado

Uretra
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1.2.3 Consideracdes sobre o género Pilosocereus Byles & Rowley

O género Pilosocereus Byles & Rowley pertence a subfamilia Cactoideae, tribo
Cereae, possui 35 espécies distribuidas do México ao Paraguai, com maior diversidade
de espécies no Brasil, onde habitam diferentes ambientes, incluindo a caatinga, restinga,
e campos rupestres (MARTINS, 2007). Este género se diferencia dos demais,
principalmente pelas caracteristicas do fruto, que é globoso-achatado, deiscente com
fissuras irregulares e polpa funicular (ZAPPI, 1994). Suas flores se abrem a noite,
guando séo polinizadas pelos morcegos e permanecem abertas por 24 horas (TAYLOR
& ZAPPI, 2004). Os ramos séo relativamente curtos, colunares e retos. O porte do cacto
varia de arboreo a arbustivo, existindo espécies ands com 30 cm de altura, como
Pilosocereus machrisii (ZAPPI, 1994).

Pilosocereus € o terceiro género mais representativo do Estado do Rio de
Janeiro, sendo representado principalmente pelas espécies: Pilosocereus ulei (K.
Schum.) Byles & Rowley, Pilosocereus brasiliensis (Britton & Rose) Backeberg e P.
arrabidae, conhecido como facheiro da praia.

Lima (2012) relata que as espécies Pilosocereus pachycladus, Pilosocereus
gounellei e Cereus jamacaru sdo as espécies mais amplamente distribuida em todas as
mesorregides do estado da Paraiba (Figura 3, Pag. 32), sendo também consideradas
como trés das espécies mais utilizadas no nordeste brasileiro para fins na alimentacédo
humana e animal, além do seu uso medicinal (SILVA, 2015).

No que tange a quimiotaxonomia, Meiado e colaboradores (2009) realizaram um
screening fitoquimico na polpa dos frutos das espécies Pilosocereus tuberculatus
(Werdermann) Byles & G.D.Rowley) (caixacubri), Pilosocereus pachycladus (facheiro)
e Pilosocereus gounellei (xique-xique). Nao foi observada a presenca de alcaloides na
polpa dos frutos das espécies estudadas. Pilosocereus tuberculatus (Werdermann) Byles
& G.D.Rowley e Pilosocereus pachycladus demonstraram possuir cumarinas,
flavonoides, saponinas, taninos e triterpenos. Na polpa de xique-xique foram detectadas
apenas cumarinas, flavonoides e tracos de saponinas.

A atividade antioxidante do extrato dos frutos de P. arrabidae foi avaliada por
Goncalves e colaboradores (2015), onde foi possivel detectar uma excelente atividade
antirradicalar além da presenca de flavonoides como quercetina, rutina, canferol e
catequina. Nascimento e colaboradores (2010) consideraram discreto o valor nutricional

de P. gounllei e P. pachycladus, porém podem tornar-se uma excelente matéria-prima

31



para producdo de farinhas, de bolos, biscoitos e doces, o que faz dessas espécies uma

nova fonte de renda para a populacéo rural da Caatinga.

Figura 3. Distribuicdo geografica do género Pilosocereus no estado da Paraiba (LIMA,
2012).
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1.2.4 Consideracdes sobre a espécie Pilosocereus gounellei A. Weber ex K. Schum.
Bly. ex Rowl.

A espécie Pilosocereus gounellei, conhecida popularmente como xique-xique, é
endémica do semiarido brasileiro, com ampla distribuicdo na caatinga e possui habitat
desde a Bahia até o Maranhdo (BARBOSA, 1998). Na Paraiba, o xique-xique é
encontrado nas regides do Brejo, Agreste, Cariri e Sertdo do estado (LIMA, 2012)
(Figura 4, Pag. 34). Ela se desenvolve em solos arenoso-pedregosos, afloramentos
rochosos com altitude e rochas graniticas em até 800 m de altitude (BARBOSA, 1998).

No que tange a sua descricdo botancia, P. gounellei, trata-se de um arbusto em
torno de 1-1,3 m de altura, possui cladddios multiarticulados em ramificacOes
candelabriformes, decumbentes; articulos cilindricos, angulosos, medindo de 40-65 cm
de comprimento com 10 costelas e aréola armada. Seus espinhos sdo rigidos, de
coloracdo cinzenta a esverdeada e diferentes entre si em nimeros e tamanhos. As flores
sdo de habito noturno, medindo 7 cm de comprimento, sdo isoladas, sésseis, inseridas
nas aréolas e protegidas por tricomas sedosos; Seu perianto é infundibiliforme, alvo-
esverdeado e o tubo tem 4,5 cm, filetes curtos, inseridos no perianto e antera
subglobosa. O seu fruto suculento do tipo baga com 3-6 x 4-6 cm, subglobosa, deiscente
lateralmente. O epicarpo € glabro, purplreo e sua polpa funicular é mucilaginosa,
purplrea. Suas sementes medem 2 mm de comprimento possui formato de obovoide a
cordiforme e estio expostas no fruto maduro (LIMA, 2012).

Araljo e colaboradores (2010) citam a utilizacdo de Pilosocereus gounellei,
xique-xique, como planta forrageira, ja& Cavalcante e Rezende (2013) citam que toda a
planta é queimada e utilizada como alimento para rebanhos bovinos, ovinos e caprinos
em época de seca e escassez de alimentos.

Na alimentacdo humana, o miolo dos cladédios pode ser consumido cozido ou
assado, sendo empregado também na producdo de farinhas, biscoitos, bolos e doces
(ALMEIDA et al. 2007; LUCENA et al. 2013). Além disso, 0 xique-xique € utilizado
como planta ornamental. Seu espinho € usado, no estado da Paraiba, para a confecgédo
de renda e também como protetor contra 0 mal olhado (LUCENA et al., 2012; SILVA,
2015) (Quadro 2, Pag. 35).

Os frutos de P. gounellei sdo considerados pouco caléricos, com quantidade

discreta de flavonoides em sua composicdo, considerada uma fruta acida por possuir um
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pH em torno de 4,5 o que lhe atribui a reducdo no desenvolvimento de microorganismos
(LUCENA et al., 2013).

Na medicina popular, 0 macerado das raizes de P. gounellei é utilizado no
tratamento de infecgbes do trato urindrio e no combate da inflamacdo da prostata
(ROQUE et al., 2010, AGRA et al., 2008); j& o miolo dos cladddios é utilizado no
tratamento de gastrite (LUCENA et al., 2012). Além disso, o Xique-xique € citado no
tratamento de ictericia, infeccdo renal, no tratamento de ferimentos e também possui
atividade hipoglicemiante (SILVA, 2015).

No que tange a constitui¢cdo quimica da espécie, Meiado e colaboradores (2009)
citaram a presenca de cumarinas, flavonoides e tracos de saponinas e Fernandes (2013)
isolou e purificou uma feoftina (13%hidroxi-(132-S)-feofitina a) e um alcaloide (Acido

benzdico 11a-isoquinolinico), substancia inedita na literatura (Quadro 3, Pag. 36).

Figura 04. Pilosocereus gounellei em seu habitat.
Fonte: http://ainfo.cnptia.embrapa.br/digital/bitstream/item/79882/1/XIQUE-XIQUE.pdf
(Acessado em 17/01/2016)
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Quadro 2. Categoria de uso da espécie Pilosocereus gounellei A. Weber ex K. Schum. Bly. ex Rowl. Adaptacédo ( LUCENA et al, 2015)

Nome cientifico Nome Popular Categorias de uso Parte usada Utilizacéo Finalidades diversas
] Fruto In natura
Alimento i i
Miolo (polpa) Assado ou cozido
Bioindicagéo Flor Indica chuva
Construcdo Toda a planta Cerca viva
Fruto, galhos, In natura cortada ou Alimentacgdo de
ramificacOes e/ou toda | queimada cortada ou animais (passaros e
Forragem . )
a planta. queimada. rebanhos: bovino,
) ] Miolo Cortado ovino e caprino).
Pilosocereus gounellei A. : i i
) ) “Baba” (parémquima Para retirar espinhos
Weber ex K. Schum. Bly. Xique-xique . Passa no local afetado
aquifero) da pele
ex Rowl. o _
Medicinal Fruto In natura Prisdo de ventre
) Para retirar espinhos
Miolo (polpa) Passa no local afetado

da pele

Ornamental e sombra

Toda a planta

Para jardins e quintais

Veterinario

“Baba”

Coloca nas feridas do

animal

Miolo (polpa)

Coloca na garganta do

animal

Para desengasgar e ma

digestéo.




Quadro 3. Substancias isoladasda da espécie P. gounellei por Fernandes (2013).

Estrutura Quimica

Nome quimico

132-hidroxi-(132-S)-feofitina a

Acido benzoico 11a-isoquinolinico
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1.2.5 Consideracdes sobre a atividade de agentes antioxidantes

Os agentes oxidantes, como os radicais livres e espécies reativas de oxigénio
(ERO’s) podem causar danos ao DNA ou oxidar lipidios e proteinas. Eles séo
responsaveis, em grande parte, pelo envelhecimento e por doencas degenerativas
associadas ao envelhecimento, como cancer, doencas cardiovasculares, catarata,
declinio do sistema imune e disfuncdes cerebrais (ATOUI et al., 2005).

A producdo de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversos
compostos antioxidantes, que podem ter origem enddgena, por exemplo, superdxido
dismutase, ou ser oriundo da dieta alimentar e outras fontes, como 0s tocoferois
(vitamina E), &cido ascorbico (vitamina C), polifendis, selénio e carotenoides (VALKO
etal., 2004).

Em geral, denominam-se antioxidantes as substancias que em concentracGes
baixas, comparadas ao substrato oxidavel, retardam significativamente ou inibem a
oxidacdo do substrato. Os radicais formados a partir de antioxidantes ndo sdo reativos
para propagar a reagdo em cadeia, sendo neutralizados por reacdo com outro radical,
formando produtos estaveis ou podem ser reciclados por outro antioxidante (ATOUI et
al., 2005; VALKO et al., 2004).

Os agentes antioxidantes sdo capazes de estabilizar ou desativar os radicais
livres antes que ataquem os alvos bioldgicos nas células. A vitamina E € um grupo de
compostos antioxidantes lipossolaveis, entre os quais o a-tocoferol é a forma mais ativa,
que atua no bloqueio de rea¢Bes em cadeia da peroxidacdo lipidica, atraves do sequestro
do radical peroxila. Entre as muitas funcdes fisiologicas da vitamina C, cita-se seu alto
poder antioxidante de reciclar a vitamina E no processo de peroxidacdo lipidica das
membranas e lipoproteinas (SOUSA et al., 2007).

As plantas, de um modo geral, possuem um complexo vegetal com variadas
classes de metabolitos secundarios e diversos constituintes quimicos, dentre os quais
pode-se destacar os compostos fenolicos que enquadram-se em diversas categorias
como: fenois simples, &cidos fenolicos (derivados de &cidos benzdico e cinamico),
cumarinas, flavonoides, taninos condensados e hidrolisaveis; e lignanas. Os compostos
fendlicos vém recebendo bastante atencdo por inibirem a peroxidagdo lipidica e a
lipooxigenase, esta atividade deve-se principalmente as suas propriedades redutoras e
devido a ressonancia do anel aromatico presente na estrutura destas substancias
(SOUSA et al., 2007).
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Gongalves e colaboradores (2015) avaliaram a atividade antioxidante dos
extratos dos frutos de Pilosocereus arrabidae e puderam observar um alto teor de
flavonoides em sua constituicdo. A excelente atividade antioxidante do extrato Acetato
de etila dos frutos de P. arrabidae foi atribuida a presencas de flavonoides, constituintes
majoritarios nesta amostra, destacando-se dentre eles a quercetina e o canferol.

Os agentes antioxidantes naturais sdo extremamente importantes para a protecédo
do corpo contra doengas ocasionadas por radicais livres e para retardar o progresso de

doengas cronicas e degenerativas (GULCIN, et al., 2003).

1.2.6 Consideracdes sobre a atividade antimicrobiana das plantas medicinais

As propriedades antimicrobianas de substancias oriundas de plantas medicinais
estdo atribuidas a producdo de metabdlitos secundarios bioativos como os dleos
essenciais, terpenoides e substancias fenolicas, que tiveram suas atividades metabolicas
reconhecidas empiricamente durante séculos, porém atualmente sdo confirmadas
cientificamente (DUARTE, 2006).

Diversos grupos de pesquisadores buscam comprovar cientificamente as
atividades farmacoldgicas das plantas medicinais, orientados pelos seus usos na
medicina popular. Por outro lado, 0s microrganismos que causam prejuizos a saude
humana estdo se mostrando cada vez mais resistentes a maioria dos antimicrobianos ja
conhecidos, tornando-se desta forma, um incentivo a busca por novas substancias
potencialmente ativas de ocorréncia natural. Espera-se a descoberta de compostos que
atinjam as células-alvo, através de um mecanismo de acdo diferente dos agentes
antimicrobianos ja& conhecidos e que sejam ativos contra patdgenos resistentes
(DUARTE, 2006).

Atualmente ndo existe um consenso sobre o nivel de inibigdo aceitavel para
produtos naturais quando comparados com antibioticos padrdes. Alguns autores
consideram somente resultados similares aos de antibidticos, enquanto outros
consideram com um bom potencial antimicrobiano, niveis de inibi¢6es superiores.

Aligianis e colaboradores (2001) propuseram uma classificacdo para materiais
vegetais com base nos resultados de CIM, considerando como: forte inibicdo - CIM até
500 pg/mL; inibicdo moderada — CIM entre 600 e 1500 pg/mL e como fraca inibicao —
CIM acima de 1600 pg/mL.
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1.2.7 Validacdo de metodologias analiticas para controle de qualidade de matérias-

primas vegetais

O controle de qualidade, através da padronizagdo dos extratos vegetais, é 0
ponto chave para a produgdo de fitoterdpicos com qualidade assegurada. Portanto,
desenvolver e validar um método analitico para a quantificacdo e identificacdo de
marcadores quimicos torna-se uma etapa indispensavel na cadeia produtiva do
medicamento fitoterdpico (MATIAS, 2009).

O processo de validacdo de metodologias analiticas € uma ferramenta utilizada
para garantir a confiabilidade do método desenvolvido, através de estudos
experimentais, de forma que as exigéncias da legislacdo sejam atendidas e a
confiabilidade dos resultados obtidos seja assegurada. Portanto, em outras palavras,
validar uma metodologia significa garantir os resultados esperados, obedecendo aos
limites de tolerancia, rigorosamente pré-estabelecidos pela legislacdo vigente do pais.
(BRASIL, 2003; VALENTINI, et al., 2007).

A validacdo de metodologias analiticas para matérias-primas vegetais ou
medicamentos fitoterapicos € realizada com base na concentragdao de uma substancia, ou
grupo de substancias marcadoras presentes no analito (VALENTINI, et al., 2007).

Segundo a RE 899, a analise de matérias-primas e principios ativos se enquadra
na categoria de testes | em que 0s ensaios preconizados sdo: especificidade, linearidade,
limites de deteccdo e quantificacdo; precisdo, exatiddo e robustez.

A especificidade caracteriza-se pelo ensaio que verifica a capacidade de detectar
um dado composto em presenca de outros componentes, tais como impurezas ou
produtos de degradacdo (BRASIL, 2003).

A linearidade é a habilidade que o método tem de produzir resultados que séo
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em andlise na amostra, dentro
de uma variagéo determinada de cinco concentracGes diferentes (BRASIL, 2003).

Os limites de deteccdo e quantificacdo sdo outros dois atributos da validacéo
analitica. O primeiro refere-se a menor quantidade de uma substancia presente em uma
amostra que possa ser detectada, porém sem quantifica-la. O segundo esté relacionado a
menor quantidade de um composto presente em uma amostra que possa ser determinada
com precisao e exatiddo aceitaveis (BRASIL, 2003).

A exatiddo de um método analitico é a proximidade entre os resultados por ele

obtidos comparados ao valor verdadeiro, aplicando-se a metodologia analitica proposta
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na analise de uma substancia de pureza conhecida (padrdo de referéncia) (BRASIL,
2003).

A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma serie de
medidas de uma amostragem mdltipla originada de uma mesma amostra. Este ensaio se
divide em repetibilidade (precisdo intra-corrida), que consiste na concordancia entre 0s
resultados em um mesmo dia por um mesmo analista e em precisdo intermediaria
(precisdo inter-corridas), que se refere a concordancia entre os resultados do mesmo
laboratério, obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos
diferentes (BRASIL, 2003).

A robustez do método é a medida da capacidade que o mesmo apresenta em se
manter inalteravel através de pequenas, mas deliberadas modificaces em seus
parametros (BRASIL, 2003).

1.2.8 g- sitosterol como marcador quimico da espécie Pilosocereus gounellei

Segundo a Instrugdo Normativa N © 4, de 18 de junho 2014, principio ativo é a
substancia ou grupo delas, quimicamente caracterizadas, cuja acdo farmacoldgica é
responsavel, total ou parcialmente, pelos efeitos terapéuticos do produto fitoterapico, ja
0os marcadores quimicos sdo constituintes quimicamente definidos, presentes na
matéria-prima vegetal, destinados ao seu controle de qualidade e dos preparados
intermediarios e finais dos fitoterapicos (BRASIL, 2014). A grande diferencga entre a
definicdo de principio ativo e a de marcadores é que o marcador é a substancia
escolhida para o vegetal, que pode ser determinada para atestar a qualidade do produto.
Ao contrario dos medicamentos sintéticos, nos fitoterapicos, o marcador pode ser ou
ndo o principio ativo, assim, o marcador pode ser utilizado apenas para assegurar a
qualidade da planta escolhida (BRASIL, 2014).

Os fitoestedis, substancias esteroidais oriundas de plantas, que podem ser
classificados tanto como principios ativos quanto como marcadores quimicos, possuem
um ndcleo estrutural 1,2-ciclopetanoperidrofenatreno e fazem parte de uma gama de
compostos naturais com ampla distribuicdo na natureza (DEWIK, 2009). Estes atuam
reduzindo a absorgéo intestinal do colesterol (EUSSEN, 2010), como adjuvantes no
tratamento de tuberculose pulmonar, artrite reumatoide, sinusite e rinite alérgica
(GUPTA et al., 2010). Park e colaboradores (2001) realizaram um estudo com o extrato

de Opuntia ficus-indica em um modelo de inflamacdo crbnica induzida em ratos e
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constataram uma boa atividade anti-inflamatoria atribuida ao p-sitosterol, quando
comparado ao controle e com a hidrocortisona. Esta foi a primeira evidéncia direta da
acao anti-inflamatoria do S-sitosterol no extrato da espécie.

Estudos fitoquimicos prévios da espécie P. gounellei identificaram a presenca de
flavonoides, alcamidas, feoftinas e fitoesterdis como o p-sitosterol, a mistura de S-
sitosterol/ estigmasterol e a mistura do p-sitosterol/estigmasterol  3-O-D-
glicopiranosideo (MACIEL et al., 2016).

Mediante a relevancia da substancia p-sitosterol, optou-se por desenvolver e
validar um método analitico préatico, rapido, exato e preciso, utilizando HPLC acoplado
ao detector de espalhamento de luz, cuja principal vantagem é detectar, praticamente,
todos os tipos de compostos quimicos, independente de grupos croméforos (URANO,
2012), para a determinacdo e quantificacdo do p-sitosterol (Figura 5, Pag. 41) no

extrato etandlico bruto dos cladddios de P. gounellei.

Figura 5. Estrutura quimica do g-sitosterol
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Realizar o estudo fitoquimico e padronizacdo do extrato da espécie P. gounellei,
contribuir com a quimiotaxonomia da familia Cactaceae, bem como, avaliar a atividade

antioxidante e antimicrobiana dos seus extratos.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar o seu fracionamento cromatografico e obter os extratos etanolicos dos
cladddios e raizes de P. gounellei;

Isolar e identificar constituintes quimicos de P. gounellei a fim de conhecer o perfil de
metabdlitos secundarios produzidos pela espécie;

Avaliar o teor de compostos fendlicos e analisar a atividade antioxidante dos extratos
(cladodios, raizes, flores e frutos) e fracdo metandlica originada do extrato dos
cladddios de P. gounellei;

Realizar uma triagem preliminar da atividade antimicrobiana dos extratos e fracdo
metandlica de P. gounellei;

Desenvolver e validar metodologia analitica para a quantificacdo e identificacdo do
marcador quimico S- sitosterol por HPLC-ELSD;

Transferir conhecimentos cientificos para as comunidades que ndo tenha acesso a
pesquisa através da elaborag&o e distribui¢do da cartilha “Plantas medicinais seus riscos

e beneficios”.

43



11 Experimental



3 EXPERIMENTAL

3.1 Isolamento dos Constituintes Quimicos de Pilosocereus gounellei

3.1.1 Levantamento bibliografico

O levantamento bibliografico para a realizacdos desta pesquisa foi realizado, em
todo decorrer do estudo no Chemical Abstracts, Biological Abstracts, SciFinder, bem

como pesquisas na Internet e em anais de eventos nacionais e internacionais.

3.1.2 Coleta do material botanico

A espécie, P. gounellei, foi coletada no municipio de Boa Vista —PB (Brasil) em
novembro de 2010 e sua identificacdo botanica foi realizada pelo Prof. Dr. Leonardo
Pessoa Felix (DF/CCAUFPB). Uma exsicata foi depositada, sob o codigo 15437, no
Herbario Prof. Jaime Coelho de Morais do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal da Paraiba (CCA/UFPB).

3.1.3 Procedimentos cromatograficos para isolamento dos constituintes quimicos

de P. gounellei

Os experimentos relativos ao isolamento dos constituintes quimicos de P.
gounellei foram realizados no Laboratorio de Fitoquimica Prof. Dr. Raimundo Braz
Filho (IPeFarM/UFPB) e no laboratorio de prospeccéo fitoquimica (Labiofito/UFRPE).

3.1.3.1 Procedimentos cromatograficos

Os procedimentos adotados para o isolamento e purificagdo dos constituintes
quimicos foram cromatografia em coluna, CCDP e CLAE.

As cromatografias em coluna foram desenvolvidas utilizando-se como fase
estacionaria silica gel 60 (Merck) 7734 (particulas com 0,063-0,2 mm, 70-230 mesh),
silica flash (0,04-0,0063 mm, 230- 400 mesh), Amberlite Xad-2 ou Sephadex LH-20
(Merck), tendo como suportes colunas de vidro cilindricas com dimensdes variando de

acordo com a quantidade de amostra a ser cromatografada.
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi desenvolvida em um cromatdgrafo de
bomba binaria (LC-6AD), detector de arranjo diodos SPD-M20A (Shimadzu) e injetor
Rheodyne (7125) com loop 20 pL para coluna analitica e loop de 500uL para coluna
semi-preparativa, utilizou-se uma coluna Luna C-18 100A (250 x 4.6mm X 5 pm,
Phenomenex), uma coluna semi-preparative Luna C-18 (250 x 21.20 mm x 5 pm,
Phenomenex) e filtros de membrana (0.45 um -Supleco®).

Os solventes comerciais P.A. hexano, clorofomio, diclorometano, acetato de
etila e metanol foram utilizados como fase moével nas cromatografias em coluna e
utilizou-se metanol grau HPLC (Tedia®) e agua ulta-pura Millipore® MilliQ, para a
cromatografia em CLAE-DAD.

Para a analise e reunido das fracbes obtidas pelos processos cromatogréaficos foi
adotada a Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA).

As substancias em analise foram evidenciadas pelo uso de radiacdo ultravioleta
nos comprimentos de onda de 254 e 366 nm e impregnacdo das placas em cubas de
vidro saturadas por vapores de iodo, bem como reagentes especificos para alcaloides

(Dragendorff), esteroides (Liebermann-Burchard) e flavonoides (NP).

3.1.4 Caracterizacdo estrutural dos constituintes quimicos

A caracterizacdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de P. gounellei
foi realizada por andlise dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (*H) e Carbono (*3C), utilizando técnicas uni e bidimensionais (COSY,
HMQC, HMBC e NOESY), obtidos pelos espectrometros Bruker - 400MHz
(Strathclyde Institute of Pharmacy and Biomedical Sciences — SIPBS -University of
Strathclyde) e Bruker — 200 e 500 MHz (Nucal-UFPB), além de Cromatografia Liquida
acoplada a Espectrometria de Massas e rotacdo especifica [a].*°.

Os solventes deuterados utilizados para solubilizar as substancias e obter seus
espectros foram: CDCl3, MeOH, CsDsN e DMSO-ds.
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3.2 Obtencdo, fracionamento dos extratos e isolamento dos constituintes quimicos

de Pilosocereus gounellei

3.2.1 Processamento da planta

Os materiais botanicos coletados (cladodios, flores, frutos e raizes) foram
desidratados em estufa com ar circulante a 40 °C durante 72 horas. Em seguida, o
material seco foi pulverizado em moinho mecénico fornecendo seus respectivos pés. Os
pos das raizes, cladddios, flores e frutos, foram submetidos a uma maceragéo exaustiva
por 72h, com EtOH. As solucGes extrativas obtidas foram evaporadas em
rotaevaporador, fornecendo: 237,13 g do EEB dos cladddios; 47,00 g do EEB das
raizes; 130,00g do EEB das flores e 225,00 g do EEB frutos (Esquema 1, Pag. 50).

3.2.2 Processamento cromatografico dos cladddios de P. gounellei

Uma aliquota de 10,00 g do EEB dos cladddios de P. gounellei foi submetida a
uma filtracdo rapida com silica gel e eluida com hexano, cloroférmio e metanol,
sozinhos ou em misturas binarias, fornecendo seis fracbes (Esquema 2, Pag. 51). A
fracdo cloroférmica (8,00 g) foi submetida a uma cromatografia em uma coluna filtrante
com Silica gel 60 eluida com Hex, CH,Cl, e MeOH resultando seis subfragdes. As
subfragbes Hex:CH,Cl, (3:7), CH.Cl, e CH,CI,:MeOH (9:1) foram reunidas e
denominadas de Fracdo A. A fracdo A (2,90 g) (Esquema 2, Pag. 51) foi submetida a
uma cromatografia em coluna seguindo a metodologia adotada para o processo
cromatografico anterior, obtendo-se 160 fracGes, que foram reunidas em 11 grupos de
acordo com suas semelhancas por CCDA. O grupo 35/38 (6,00 mg), apresentou-se em
forma de cristais incolores, sendo codificada como Pg-1 (Esquema 02, P4g. 51). O
grupo 54/59 (65,00 mg), apresentou-se como cristais, sendo denominado de Pg-2 e a
fracdo 121/150 (1,72 g) formou um precipitado branco em forma de po, e recebeu o
codigo de Pg-3 (Esquema 02, Pag. 52).

Uma porgdo de 132,00 g do EEB dos cladddios de P. gounellei foi submetida a
uma cromatografia em coluna com amberlite Xad-2 e eluida com H,O, MeOH, Hex,
AcOEt e Acetona, sozinhos ou em misturas binarias. A fracdo MeOH (9,00 g) foi
submetida a sucessivas cromatografias em coluna com Sephadex- LH20, eluidas com

uma solucdo de MeOH e CH,Cl,, resultando em 20 fragdes. As fragdes 10 (15,00 mg) e
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12 (12,00 mg), foram comparadas por CCDA, mostrando-se puras e diferentes entre si,
sendo denominadas de Pg-4 e de Pg-5, respectivamente (Esquema 3, Pag. 52).

A fracdo hexanica do Xad (8,90 g) (Esquema 3, Pag.52) foi submetida a uma
filtracdo rapida, em silica gel 60, e eluida com Hex, CH,Cl, and MeOH. A fracédo
hexanica, originada desta filtracdo (Esquema 4, Pag.53), foi cromatografada em silica
flash e eluida com Hex, AcOEt e MeOH, sozinhos ou em misturas bindrias, originando
a subfracdo 28/33 (92,30 mg), que foi purificada através de uma cromatografia em
camada delgada preparativa, eluida com Hex:EtOAc (80:20), e a faixa 2 mostrou-se
pura levando ao composto Pg-6 (10,20 mg) (Esquema 4, Pag. 53).

A fracdo Hex:CH,Cl, (1:1) (Esquema 4, Pag. 53), foi cromatografada em silica
gel, seguindo a metodologia descrita anteriormente e eluida com Hex, AcOEt e MeOH,
sozinhos ou em misturas binarias, de onde foram obtidas 20 fracGes, reunidas por
CCDA, em 4 grupos. O grupo 13/15 apresentou-se puro em forma de cristais brancos,
denominado de Pg-7 (3,51 g) (Esquema 4, Pag. 53).

3.2.3 Processamento cromatografico das raizes de P. gounellei

Uma amostra de 27,00 g do EEB das raizes de P. gounellei foi submetida a uma
marcha para alcaloides seguindo a metodologia descrita por Souza & Silva (2006)
(Esquema 5, Pag. 54).

A fracdo cloroférmica &cida (3,40 g) foi submetida a uma cromatografia em
coluna de silica gel 60, eluida com Hex, AcOEt e MeOH, originando 160 fra¢Ges de 20
mL cada, que foram concentradas em rotaevaporador e reunidas por CCDA em 6
grupos, obedecendo suas semelhancgas. O grupo 88/144 foi posteriormente submetido a
cromatografia em CLAE-DAD, por 15 min, utilizando uma coluna semi-preparativa
Luna C-18 (250 x 21.20 mm x 5 um, Phenomenex) e adotando como fase movel
MeOH/ H,O-Milli-Q, em gradiente de concentragdo crescente com MeOH de 50 a
100% (Esquema 6, Pag 55). O pico em 7,5 min foi recolhido e seco em N, apds
concentrado, este pico foi submetido a uma CCDA em varios sistemas de solventes,
exibindo um bom grau de pureza, originando a substancia codificada como Pg-8 (8,00
mg), substancia essa descrita pela primeira vez na literatura (Esquema 6, Pag. 55;
Figura 06, Pag. 55).

Uma aliquota de 20,00 g do EEB das raizes foi solubilizada em &gua, originando

um sobrenadante e um precipitado de 5,00 g. Uma parte deste precipitado (2,50 g) foi
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submetido a uma filtracdo em Sephadex-LH-20, com MeOH e CHCI; (Esquema 7,
Pag. 56), obtendo as fragbes que foram unidas, seguindo metodologia descrita
anteriormente e a subfracdo 06/10 mostrou-se pura e recebeu o codigo de Pg-9 (10,00
mg) (Esquema 7, P&g. 56). Os 2,50 g remanescentes foram cromatografados em silica
gel 60, eluidos com Hex., AcOEt e MeOH, originando a fracdo 05/07, que mostrou-se

igual a Pg-2 (8,00 mg) (Esquema 7, Pag. 56).
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Esquema 1. Obtencdo dos extratos etandlicos brutos dos cladddios, flores, frutos e

raizes de Pilosocereus gounellei

Materiais botanicos
(cladddios, flores, frutos e raizes)

v" Secos em estufa com ar circulante (40°C);
v/ Triturados em moinho mecanico

Pos
(Cladodios, flores, frutos e raizes)

v" Macerados com Etanol por 72h;
v' Evaporagdo em rotaevaporador.

EEB dos Cladddios EEB das flores EEB dos frutos EEB das raizes
(237,1 g) (130,0 g) (225,0 g) (47,00 g)
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Esquema 2. Primeiro fracionamento cromatografico do EEB dos cladddios de

Pilosocereus gounellei

EEB dos Cladodios
(10,00 g)
v’ Filtragdo rapida em silica gel 60;
v' Eluigdo: Hex., CHCI; e MeOH.
Hex Hex:CHCl; Hex:CHCl, CHCI, CHCI3;:MeOH CHCI;:MeOH
(9:1) (7:3) (8,00 9) (9:1) (7:3)
v’ Filtragdo rapida em silica gel 60;
v' Eluicdo: Hex., CH,Cl, e MeOH.
Hex Hex:CH,Cl,  Hex:CH,Cl,  CH,Cl,  CH,Cl:MeOH  CH,Cl,:MeOH
(9:1) (7:3) (9:1) (7:3)
Fracdo A
(2,90 9)
v Cromatografia em coluna Silica gel 60
v Eluigdo: Hex., CHCI; e MeOH.
1/10  11/17 1824  29/34  35/38 39/53 54/59 60/90 91/120 121/150 151/160
Pg-1 Pg-2 Pg-3
(6,00 mg) (65,00 mg) (1,72 g)
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Esquema 3. Segundo fracionamento cromatografico do EEB dos cladddios de

Pilosocereus gounellei

EEB dos Cladodios
(132,00 g)

v" Cromatografia em amberlite Xad-2;
v" Eluicdo: MeOH, H,0, Hex, AcOEt e Acetona.

H,O H,0:MeOH H,O:MeOH MeOH Hex AcOEt Acetona
(3:7) (7:3) (9,00 g)

v" Sucessivas cromatografias em Sephadex LH-20;
v' Eluicdo: MeOH: CH,Cl,(7:3).

01/09 10 11 12 13/19 20/24
Pg-4 Pg-5
(15,00 mg) (12,00 mg)
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Esquema 4. Fracionamento cromatogréfico da fracdo hexanica obtida através da

cromatografia realizada com Xad-2 do EEB dos cladodios de Pilosocereus gounellei

Fr. Hexanica- Xad
(8,90 g)

v Filtracdo rapida em silica gel 60;
v" Eluicdo: Hex, CH,Cl, e MeOH.

Hex Hex:CH,CI, Hex:CH,Cl, CH,Cl, CH,Cl,:MeOH CH,Cl,:MeOH
(550,00 mg) (8:2) (1:1) (9:1) (7:3)
(1,359)
v' Cromatografada em silica flash;
v' Eluicdo:Hex., AcCOET e MeOH
28/33
v' Cromatografia em CCDP
v" Eluicdo: Hex:AcOEt (80:20)
v" Cromatografada em silica gel 60;
Faixa 1 v Eluicdo:Hex., ACOET e MeOH.
Faixa 2 weesmp Pg-6
(10,20 mg) ‘ ‘
Faixa 3 01/03  04/06 07/10 11/12 13/15  16/20
Pg-7
(30,00 mg)
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Esquema 5. Rota laboratorial para extracdo dos alcaloides do EEB das raizes de

Pilosocereus gounellei

EEB das raizes
(27,00 g)

v HCI3%*

v" Filtragdo em celite.

Residuo

Extrato etandlico aquoso &cido |

Fase CHClI; Acida
(Lavada com H,0 e filtrada em Na,SO,).

v' CHCI;

Extrato etandlico aquoso &cido Il

v 0-5°C
v NHOH **( pH 9.5-10)
v CHCl,

Fase CHCI; Basica (alcaloides totais) ou FAT.
(Lavada com H,0 e filtrada em Na,SO,).

Extrato Etandlico aquoso Bésico

* Utiliza-se acido para formar os sais de alcaloides que ndo serdo extraidos por cloroférmio.
**NH4OH ¢ utilizado para quebrar o sal de alcaloide, possibilitando assim a extragdo dos

alcaloides livres por cloroférmio.
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Esquema 6. Fracionamento cromatogréfico da fracdo cloroférmica &cida obtida atraves

do EEB das raizes de Pilosocereus gounellei

Fr. Cloroférmica
acida
(3,40 g)

v" Coluna em silica gel 60.;
v' Eluicdo: Hex, CH,Cl, e MeOH.

01/02 10/25 40/54 88/144 145/150 196/231

HPLC DAD

Coluna semi-preparativa Luna C-18 250 x 21.20 mm x 5 um,
Phenomenex;

Fase movel: H,0:MeOH, gradiente 50- 100% de MeOH de 0-20 min.
Tempo de retengédo: 7,5min.

<]

AN

Pg-8
(8,00 mg)

Figura 6: CLAE-DAD do grupo 88/44 da fracdo cloroférmica &cida obtida através do
EEB das raizes de Pilosocereus gounellei

mAU
1290nm,4nm (1.00)

3500-]

30007; Pg'8

2500-]

2000 /

1500

1000

500

o

-500]
— — — — — —
0.0 2.5 5.0 7.5 10.0 12.5 min
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Esquema 7. Segundo fracionamento cromatografico do EEB das raizes de Pilosocereus

gounellei
EEB das raizes
(20,00 g)
v" Solubilizado em H,O
Sélido insoluvel
(5,00 9)
Precipitado Precipitado
(2,50 ) (2,50 g)
v" Solubilizado em MeOH:CHCl; (7:3)
v Cromatografado com sephadex LH-20 v' Cromatografado em silica gel-60
v Eluigio: MeOH:CHCI;(7:3) v" Eluida com Hex, AcOEt e MeOH
01/02 03/05  06/10 11/15 01/04 05/07 08/11
Pg-9 Pg-2
(10,00 mg) (8,00 mg)
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3.3 Quantificacdo e validagdo de metodologia analitica para o #-Sitosterol, isolado
dos cladodios de Pilosocereus gounellei, utilizando cromatografia liquida de alta

eficiéncia com detector de espalhamento de luz

A quantificacdo e validacdo da metodologia analitica para o S-Sitosterol, isolado
dos cladddios de Pilosocereus gounellei, utilizando cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de espalhamento de luz, foram realizadas no LABIOFITO

(UFRPE) sob a superviséo da Profa. Dra. Tania Maria Sarmento da Silva.
3.3.1 Solventes e padréo utilizados

Foram utilizados como solventes MeOH grau HPLC (Tedia®) e Agua ultrapura
Milli-Q (Millipore®) para as analises realizadas no cromatégrafo de alta eficiéncia
acoplado ao detector de espalhamento de luz (HPLC-ELSD).

O padrao B- sitosterol (97%) foi adquirido da Sigma-Aldrich.

3.3.2 Instrumentacdo e condi¢fes cromatograficas

Os experimentos para a quantificacdo e validacdo da metodologia analitica do /-
sitosterol foram realizados no cromatdgrafo HPLC- Shimadzu Prominence LC-20AT
com detector de dispersdo de Luz por evaporagdo - ELSD (Alltech Associates, USA),
auto injetor SIL-20AC, forno CTO-20A e um degaseificador online DGU-20A5.

Para as analises cromatograficas foi utilizada uma coluna analitica Phenomenex®
Luna C-18 (150mm x 4,6mm x 5um,). A eluicdo cromatografica ocorreu de modo
isocratico com MeOH, com fluxo de 1 mL/min. A temperatura do forno foi mantida em
40°C e o volume de injecéo de 10 pL. A temperatura do drift tube foi ajustada em 70°C
e o fluxo de Nitrogénio gasoso foi de 2 mL/min.

Todas as amostras foram sonicadas (Unic 1600A, Unique) antes de serem

utilizadas e as anélises foram avaliadas pelo software LabSolution.
3.3.3 Preparo de solucdes

Para o preparo da solucéo estoque do padréo S-Sitosterol, foi pesada quantidade

apropriada do padrdo que foi dissolvida em MeOH, com posterior sonica¢do por 30
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min. Esta solugéo foi filtrada e o volume final foi ajustado com MeOH, obtendo uma
solucdo estoque de S-Sitosterol com uma concentracao final de de 500 pg/mL.

Foram preparadas cinco concentragdes diferentes, através de diluicdo da solugéo
estoque do padréo p-Sitosterol , que variaram de 15,6 — 125,0 pg/mL. Essas solucdes
foram utilizagdo no ensaio da linearidade, em triplicata, para a construgdo da curva de
calibracdo do pg-Sitosterol.

As soluces do extrato dos cladédios de P. gounellei foram preparadas na
concentragdo de 20 mg/mL, em triplicata, utilizando MeOH como solvente. Todas as
solugdes (padrdo e extrato) foram filtrados em filtros de nylon (Whatman) 0,45 pum e as

solucdes estocadas a 4 ° C até serem analisadas.

3.3.4 Validacdo da metodologia analitica por HPLC-ELSD para determinacéo e
guantificagdo do g-Sitosterol no EEB dos cladddios de Pg

O método analitico proposto para determinacdo e quantificacdo do S-Sitosterol
no EEB dos cladddios de P. gounellei foi validado seguindo os termos preconizados
pela Resolugéo brasileira RE 899/2003 (BRASIL, 2003) e ICH (2005), que determinam
0S ensaios necessarios para a validacdo de matérias-primas farmacéuticas. Desta forma
foram avaliados o0s seguintes parametros: linearidade, limites de deteccdo e
quantificacéo, seletividade, exatiddo, precisdo e robustez.

A seletividade foi analisada verificando a capacidade do método em determinar
o0 p-Sitosterol diante de interferentes da matriz (TELES, 2015 e BRASIL, 2003). Foram
feitas injecGes do padrdo, da solugcdo amostra do EEB dos cladddios de Pg, espécie em
estudo, p-Sitosterol glicosilado/ estigmasterol- glicosilado e do estigmasterol, como
padrdes de estrutura semelhante, conforme preconizado na RE 899.

A linearidade foi determinada através da curva de calibracdo, plotada atravées da
relacdo entre as areas dos picos obtidos pelas concentra¢es do padrdo do S-Sitosterol
em pg/mL de solucdo. A curva de calibragdo foi construida através de cinco diluigdes e
analisada em triplicata: 15,6; 23,4; 31,3; 62,5 e 125,0 pg/mL. Os valores foram
analisados através da regressao linear e do coeficiente de correlacdo, que segundo a
ANVISA o critério minimo aceitavel é (r* )= 0,99 (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Os limites de deteccdo e quantificacdo, que correspondem a menor quantidade
do analito em uma amostra que pode ser detectada e determinada, respectivamente, com

precisdo e exatiddo aceitaveis, foram determinados matematicamente a partir dos dados
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da curva de calibragdo. O limite de deteccdo (LD) foi determinado a uma relagéo sinal-
ruido (S/N) de 3,3, e o limite de quantificacdo (LQ) foi determinada a razéo de S/N de
10,0 (BRASIL, 2003; ICH, 2005), podendo ser calculado conforme equac@es a seguir:

LD = DPax3
T IC

LO = DPax 10
Q= IC

Onde: DPa é o desvio padrédo do intercepto com o eixo do Y de e IC é a inclinagdo da curva de calibragdo (BRASIL, 2003).

O ensaio da precisdo, realizado para avaliar a proximidade dos resultados em
maltiplas analises, foi avaliado através de trés concentracdes diferentes do EEB dos
cladddios de Pg, baixa (8,00 mg/mL), media (10,00 mg/mL) e alta (12,00 mg/mL), em
triplicata, correspondendo a repetibilidade (intra-dia), e da repeticdo desta analise em
um segundo dia, com um segundo analista, para determinar a precisdo intermediaria
(inter-dia) (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

A exatiddo avaliou os resultados obtidos com o método proposto, comparando a
proximidade dos resultados com um valor verdadeiro. No caso de matérias-primas, o
ensaio é realizado com uma amostra de pureza conhecida, padrdo do g-sitosterol, em
concentracOes baixa (23,4 pg/mL), média (31,3 pg/mL) e alta (62,5 pug/mL), analisadas
em triplicata.

A robustez foi analisada a partir de pequenas variacbes no método analitico
desenvolvido, com alteragdes no fluxo da fase mdvel, temperatura e mudanca de coluna.
Esse ensaio € necessario para avaliar pequenas e deliberadas variacGes de parametros
analiticos, a fim de obter seguranca durante o uso da metodologia na rotina e incluir as
precaucdes necessarias para manter a confiabilidade do método (BRASIL, 2003; ICH,
2005).
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3.4 Avaliacdo da atividade antioxidante dos Extratos Etandlicos Brutos dos
cladodios, raizes, flores, frutos e fracdo metanolica do Xad-2 de Pilosocereus

gounellei.

3.4.1 Fendlicos totais

A andlise do teor dos fendlicos totais seguiu a metodologia de Gulcin e
colaboradores (2004) com algumas modificagbes. Foi utilizado o reagente Folin-
Ciocalteu e o acido galico como controle positivo. 20 pL das solucBes etandlicas dos
extratos e fracdo metandlica de P. gounellei (5 mg/mL), foram acondicionada em um
tubo tipo Eppendorf de 1 mL, com 20 uL de Folin-Ciocalteu, agitado por 1 minuto e
depois adicionado 60 pL de Na,CO;3; (15%), agitados por 30 s. Nesta solu¢do foram
adicionados 900 pL de &gua destilada, obtendo-se concentracédo final de 100 pg/mL. A
reacdo ocorreu no escuro por 2h utilizando placa de 96 pocos para realizar a leitura no
espectrofotdbmetro Elisa a 760 nm.

A concentracdo dos fendlicos totais foi determinada como mg equivalente de
acido galico por g de amostra (mg EAG/g), a partir da equacédo da reta (y= 0,0816x +
0,0882; Rz = 0,992), obtida através da construcdo da curva de calibragcdo feita com o
padrdo acido galico (2,5 a 15,0 pg/mL), utilizando agua ultrapura como branco e

considerando o erro padrdo da média (EPM).

3.4.2 Flavonas e flavonois totais

Para a determinacdo deste ensaio seguiu-se a metodologia de Mihai e
colaboradores (2012) com algumas modificacdes. Uma solugdo metandlica dos extratos
e fracdo metanolica de P. gounellei foi preparada a 1 mg/mL. 400 pL de solucdo de
cada amostra foram adicionados com 200 pL de uma solucéo de cloreto de aluminio a
2% em um bal&o volumétrico, sendo o volume final aferido com MeOH até 10 mL. A
reacdo ocorreu no escuro em 30 min. Para a analise das amostras foi utilizada uma
placa de 96 pocos e a leitura foi realizada em espectrofotdbmetro Elisa a 425 nm,
utilizando metanol como branco.

A andlise ocorreu em triplicata e o teor foi determinado a partir da equacéo da
reta (y=0,0016x+0,0448; R? = 0,998), obtida através da construcdo da curva de
calibracdo da solucdo do padrdo quercetina (1,0 a 40,0 pg/mL), expressa em equivalente
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de mg de quercetina por grama de amostra (mg EQ/g), considerando o erro padréo da
média (EPM).

3.4.3 DPPH’ atividade sequestradora de radical

Para a avaliacdo da atividade antioxidante das amostras seguiu-se a metodologia
de Silva e colaboradores (2006). As solucdes das amostras (extratos e fracdo metanolica
de P. gounellei) foram preparadas de 0,1 a 5,0 mg/mL.

Apos andlise preliminar, quantidades apropriadas das solucBGes das amostras,
mais 450 pL da solucdo de DPPH" (23,6 mg/mL em EtOH) foram acondicionados em
tubos tipo Eppendorf de 0,5 mL e este volume foi completado com EtOH e em seguida
homogeneizado, obtendo-se concentragdes finais de (2,5-200,0 pg/mL). Como controle,
adicionou-se 50 pL de EtOH e 450 pL de solugdo de DPPH em tubos tipo Eppendorf
de 0,5 mL. Todas as amostras foram sonicadas por 30 min no escuro.

A andlise das amostras foi feita em placas de 96 pocos, utilizando EtOH como
branco e a leitura foi realizada em espectrofotémetro Elisa a 517 nm. O &cido ascorbico
foi utilizado como controle positivo e todas as solugdes foram testadas em triplicata. O

percentual de atividade antioxidante foi calculado Segundo a equacéo:

(Abscontrole - AbSamostra)

% AA = 100 X
% Abscontrole

Onde Acontrole € @ absorbancia do controle, contendo apenas a solugdo etandlica
do radical DPPH, e Asmostra € @ absorbancia do radical na presenga do padrdo &cido
ascorbico.

O indice da atividade antioxidante (IAA) foi calculada de acordo com Scherer e Godoy
(2009) de acordo com a equacao abaixo:

Concentracio final do DPPH (ug.mL™1)

IAA =
CEs5o(ngmL™1)

Os valores do IAA abaixo de 0,5 indicam baixa atividade antioxidante, valores
entre 0,5 e 1,0 indicam atividade moderada, valores entre 1,0 e 2,0 indicam a atividade

forte e valores acima de 2,0 indicam atividade antioxidante muito forte.
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A eficiéncia antirradicalar foi estabelecida utilizando a analise de regressdo
linear no intervalo de confianca de 95% (p<0,05) obtido pelo programa estatistico
GraphPad Prism 5.0 (DEMO). Os resultados foram expressos atraves da concentracdo
da amostra necessaria para eliminar 50% dos radicais DPPH disponiveis, mais ou

menos o erro padrdo médio (CEso+ E.P.M.).

3.4.4 Determinacdo da Atividade Antioxidante contra o cation ABTS+

Para a determinacdo da atividade antioxidante dos extratos e fracdo metandlica
de P. gounellei seguiu-se a metodologia descrita por Re (1999), utilizando trolox como
padrdo, um andlogo da vitamina E solavel em agua. O cation radical ABTS ™ foi
preparado pela mistura de uma solugcdo de ABTS (7,0 mM) com uma solugdo de
persulfato de potassio (140,0 mM) em agua destilada. A solucdo foi mantida ao abrigo
da luz a temperatura ambiente durante um periodo de 12-16h antes do uso.
Posteriormente, a solucdo de ABTS® foi diluida com etanol (1:100 w/v,
aproximadamente) resultando em uma absorbancia de 0,70 £ 0,05 UA no comprimento
de onda 734 nm.

As concentracfes das amostras foi de 0,1 a 1,0 mg/mL, com adicdo de 450 pL
de ABTS™, as concentraces finais das solugbes foram de 2,5 a 100,0 pg/mL. As
amostras foram sonicadas por 6 min e ao abrigo da luz. A leitura foi realizada em
espectrofotémetro Elisa a 734 nm. O percentual da atividade antioxidante foi calculado

através da seguinte equacdo:

(Abscontrole — AbSamostra)

% AA = 100 x
& Abscontrole

Onde Acontrole € @ absorbancia do controle, contendo apenas a solugédo contendo o
radical ABTS™, e Aamosra € @ absorbancia do radical na presenca do padrdo trolox. A
eficiéncia antirradicalar foi estabelecida utilizando a anédlise de regressdo linear no
intervalo de confianca de 95% (p<0,05) obtido pelo programa estatistico GraphPad
Prism 5.0 (DEMO). Os resultados foram expressos através da concentragdo da amostra
necessaria para eliminar 50% dos radicais DPPH disponiveis, mais ou menos o erro
padrdo médio (CEso £ E.P.M.).
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3.5. Ensaios microbioldgicos preliminares dos extratos e fracdo metandlica (Xad-2)

de P.gounellei

Os ensaios microbioldgicos foram realizados no laboratério LABIAL, sob a
supervisdo do Prof Dr. Fabio Correa Sampaio.
Para a realizacdo dos ensaios foi seguida a metodologia descrita por Andrews (2001)

com algumas modificacdes e adaptacdes, realizadas pela equipe do Prof. Fabio.

3.5.1 Preparacédo dos meios de cultura

Todos os meios de cultura foram homogeinizados e autoclavados, apds sua

preparacao.

3.5.2 BHI liquido (caldo)

Para o preparo do meio, BHI caldo, foram misturados 7,4 g de meio BHI (Broth
Heart Infusion) e misturado com 200 mL de agua deionizada.

3.5.3 Preparacéo da solucdo salina

Para o preparo da solugdo salina foram misturados 0,9 g de NaCl e dissolvidos

em 100 mL em agua deionizada e em seguida autoclavado.

3.5.4 Cultivo de bactérias e fungo

As cepas utilizadas pertecem a colecdo do laboratério LABIAL.: Streptococcus
mutans ATCC 25175; Staphylococcus aureus ATCC 15656; Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853; Escherichia coli ATCC 25922 e Candida albicans ATCC 1106.

Para o cultivo das bactérias foram utilizados tubos de vidros esterilizados e
misturou-se 0,6 mL (600 uL) do in6culo bacteriano/fingico com 7 mL (7000 pL) de
meio BHI (para bactérias) com 7 mL (7000 uL) de meio agar sabourand liquido (para
fungos), em seguida os tubos foram agitados e homogeinizados no vortéx, depois
levados a estufa a 37 °C por 24 horas, para bactérias e 48 horas para Candida albicans.

O cultivo de S. mutans foi realizado com microaerofilia (método da vela).
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3.5.5 Preparo das solugdes mae (SM) dos extratos e fracdo metanolica (Xad-2) de

P. gounellei

As solucbes mae foram preparadas separadamente. As amostras (extratos
etanolicos e fracdo metandlica (Xad-2) de P. gounellei) foram pesadas, em balanca
analitica, dentro de tubos tipo Falcon, em seguida misturada na mesma proporg¢éo (1:1)
com uma solugéo, preparada previamente e autoclavada, de uma mistura de DMSO 10%
com tween 80 (5%), na proporcdo de 1:1, fazendo com que as suas concentragoes,
depois de misturadas com as amostras, caia de 2,5% e 5%, respectivamente para ambos
os diluentes. Os tubos em seguida foram homogeinizados no vortéx, sonicados e

levados a uma estufa a 37°C, quando necessario.

3.5.6 Preparodas SM 1, SM 2e SM 3

Para a SM 1 foram misturados 1,5 mL de caldo BHI com 1,5 mL da SM das
amostras, descrita anteriormente, ambos na mesma propor¢éo (1:1) (v/v), obtendo um
volume final de 3 mL (3.000uL) e um extrato na concentragao de 500 g/mL.

Para a SM 2 foram misturados 2,5 mL de caldo BHI com 0,5 mL da SM das
amostras, na proporcao (1:5) (v/v), obtendo um volume final de 3 mL (3.000uL) e um
extrato na concentragdo de 167 pg/mL.

Para a SM 3 foram misturados 4,5 mL de caldo BHI com 0,5 mL da SM das
amostras, na proporcao (1:9) (v/v), obtendo um volume final de 5 mL (5.000pL) e um

extrato na concentracdo de 100 pg/mL.

3.5.7 Preparo do In6culo bacteriano/fungico para a realizacdo do CIM

Ap0s 24h de cultivo em estufa a 37°C, foi retirado 3 mL de cada tubo e colocado
em tubos tipo Falcon. Em seguida, os tubos foram centrifugados por 10 a 15 min.
removeu-se 0 sobrenadante e acrescentou-se ao tubo 240 puL + 4,8 mL de solucdo
salina. Homogeneizando a mistura, e levando a estufa por 1 hora, agitando no vortéx a
cada 15 minutos.

ApOs este descanso, em estufa, os tubos foram centrifugados novamente por 10 a

15 minutos, descartou-se o sobrenadante e acrescentou-se 2,4 mL de solucédo salina e
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em seguida homogeneizou-se novamente no vortéx. Depois, uma aliquota de cada
amostra foi levada para realizar a leitura no espectrofotémetro, aparelho OPTIMA,
ajustando-se até um absorbancia de 0,135 no comprimento de onda 640 nm,
correspondendo assim a uma quantidade de microorganismos de 10®° UFC/mL,

equivalente a 0,5 da escala de McFarland.
3.5.8 Preparacéao das microplacas

A preparagcdo das microplacas foram realizadas em triplicata e todo o
procedimento feito em capela de fluxo laminar e com vidrarias, ponteiras e meios de
cultura previamente esterilizados. A capela para a realizacdo do procedimento foi
desinfectada com alcool 70° e os materiais utilizados, esterelizados com luz UV por 20
minutos.

As placas utilizadas foram de 96 pocos em forma de U (Figura 7, Pag. 66),
onde em cada poco foi obtido, ao término do experimento, um volume final de 100 pL.
Também na mesma placa foi realizado o controle positivo com clorexidina e os
controles negativos colocados na Ultima linha horizontal.

As concentracgdes testadas foram de 400 pg/mL até 15 pg/mL (Quadro 4, Pag.

66), onde as quantidades de cada componente estdo descritos no quadro seguinte:
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Figura 7: Placa de 96 pocos.
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Quadro 4: Diluicdo para microplacas SM1: Al até A7; SM2: A8 até A12 e SM3:B1 até B8.

Pogos Sol. SM Inéculo | Meio Quantidade Vol. final Conc. final
Mée | (uL) (uL) (uUL) | extrato/substancia (mL) (ug/mL)*
(H9)
Al C1 1 80 20 40 0.1 400
A2 C2 1 70 20 10 35 0.1 350
A3 C3 1 60 20 20 30 0.1 300
Ad C4 1 50 20 30 25 0.1 250
A5 C5 1 40 20 40 20 0.1 200
A6 C6 1 30 20 50 15 0.1 150
AT C7 1 20 20 60 10 0.1 100
A8 Cs8 2 55 20 25 9,2 0.1 91,85
A9 C9 2 50 20 30 8,4 0.1 83,5
Al0 C10 2 45 20 35 7,5 0.1 75,15
All C11 2 40 20 40 6,7 0.1 66,8
Al2 C12 2 35 20 45 5,6 0.1 58,45
B1 D1 3 50 20 30 5 0.1 50
B2 D2 3 45 20 35 4,5 0.1 45
B3 D3 3 40 20 40 4 0.1 40
B4 D4 3 35 20 45 3,5 0.1 35
B5 D5 3 30 20 50 3 0.1 30
B6 D6 3 25 20 55 25 0.1 25
B7 D7 3 20 20 60 2 0.1 20
B8 D8 3 15 20 65 1,5 0.1 15
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Obs.: As concentragdes nas SM (amostras) séo:

SML1 (Solugdo Mée 1): ImL (1000 pL) com extrato na concentracao de 500 pg/mL.
SML1 (Solugdo Mée 2): 3 mL (3000 pL) com extrato na concentracdo de 167 pg/mL
SML1 (Solugdo Mée 3): 5 mL (5000 pL) com extrato na concentragdo de 100 pg/mL
Apos o preenchimento de todos os pocos, as microplacas foram seladas com parafilme e

incubadas a 37 °C por 24 horas ou 48 horas conforme o microrganismo.

3.5.9 Controle positivo da Clorexidina (CLX)

Foi colocado 59 pL de meio de cultivo em dez pocos, em sequéncia na
horizontal, esse controle é realizado na fileira F, em seguida, mais 59 pL de CLX foi
adicionada nos mesmos pocos, fazendo agora uma diluicdo seriada, e ao final do Gltimo
poco desprezou-se 59 pL. Depois foi colocado 21 pL do meio de cultivo nos pogos da
horizontal até a dltima diluicdo realizada. E por fim, adicionou-se 20 pL do in6culo
bacteriano/fangico em todos os pocos da horizontal, onde foi colocado a CLX, em

seguida as placas foram incubadas a 37°C em estufa.

3.5.10 Leitura visual das microplacas com resazurina

Apo0s o periodo de incubagdo, adiciona-se em cada orificio 35 pL de resazurina
0,01 %, preparada em solucdo aquosa (10 mg, diluida em 80 mL), misturando o
contetdo no pogo, levando a um agitador.

A mudanca de cor nos orificios (de azul para rosa) (Figura 08, Pag. 67) é
interpretada como crescimento do microrganismo, logo este mostra-se resistente as
amostras testadas.

Para determinar se houve inibicdo ou morte do microrganismo, foi realizado o

plagueamento das concentracdes, onde foram verificadas a coloracdo azul nos pocos.

Figura 8: Placa de 96 pogos com resarzurina.
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3.5.11 Plaqueamento

Para realizar o plagueamento, retirou-se 100 pL de todos 0s pogos que
permaneceram com a coloragdo azul, ou seja, que apresentou atividade antimicrobiana,
e em seguida, essas aliquotas foram plaqueadas em &gar (BHI) (bactérias)/agar
sabourand (fungos) e incubados por 24 ou 48h em estufa a 37°C, e em seguida realizado
a leitura para verificar se ha presenca de bactérias/fungos viaveis, determinando assim

se a concentracdo das amostras, é inibitéria (houve crescimento), ou bactericida (ndo

houve crescimento).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificagéo estrutural das substancias isoladas de Pilosocereus gounellei

A caraterizagdo estrutural das substancias isoladas de Pilosocereus gounellei foi
realizada por classes de metabolitos secundarios de acordo com a seguinte ordem:

esteroides, flavonoides, substancia porfirinica e alcamidas.
4.1.1 Caracterizacao estrutural de Pg-2

A substancia codificada como Pg-2 foi isolada da Fracdo A, do EEB dos
cladédios de P. gounellei, ap6s ser submetida a uma cromatografia em coluna com
silica gel 60 e eluida com Hex, CH,Cl, e MeOH. Pg-2 apresentou-se em forma de
cristais incolores bem definidos.

No espectro de RMN *H (Figuras 9-11, Pags. 73- 74) foi possivel observar um
envelope de absorgdes entre 6y 0,67 e oy 2,32, condizentes com hidrogénios metilicos,
metilénicos e metinicos, comuns em substancias esteroidais e/ou triterpénicas (KOJIMA
et al., 1990), levando a sugerir que Pg-2 pode pertencer a uma dessas classes de
metabdlitos secundarios. Pdde-se observar também a presenca de um multipleto em dy
3,52, condizente com proton oximetinico, que pode ser atribuido a posicdo H-3
(KOJIMA et al., 1990) de Pg-2, aléem de um dubleto em oy 5,35, referente a hidrogénios
olefinicos, na posicdo H-6 de fitoesterdis (KOJIMA et al., 1990). O perfil das figuras 9,
10 e 11 (Pag 73-74), a analise dos dados espectrais e compara¢6es com modelo da
literatura (Mo-2), permitiram definir que Pg-2, trata-se do S- sitosterol (Tabela 1, Pag.
72).

O espectro de RMN *C (Figuras 12-13, P4gs 75-76) mostrou sinais para 29
atomos de carbono, ratificando que Pg-2 possui um ndcleo esteroidal. A absor¢do em oc
71,96 corroborou a presenca do carbono oximetinico (C-3) e as absor¢bes em J¢ 121,88
e oc 140,91 (Figura 12, Pag. 75) foram atribuidos aos carbonos olefinicos
monohidrogenados em C-6, e C-5 de nucleos esteroidais (KOJIMA et al., 1990). Na
figura 12, pag 75, também foi possivel visualizar seis sinais condizentes com metilas do
nucleo esteroidal em: ¢ 19,55 (C-19), dc 12,01 (C-18), oc 18,93 (C-21), oc 12,13 (C-
29), oc 19,77 (C-26) e ¢ 19,18 (C-27).
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A anélise dos dados espectrais de RMN ‘H e *C atrelados a comparacOes de
dados da literatura, além de comparacdo com padrdes em CCDA, permitiu confirmar
que Pg-2 tratava-se do f- sitosterol, substancia esta isolada pela primeira vez na espécie

Pilosocereus gounellei e ja isolada em outras espécies da familia Cactaceae

4 6 p — Sitosterol
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Tabela 1- Dados comparativos de RMN **C da substancia Pg-2 (5, CDCls, 50 MHz)
com dados da literatura ( Mo-2; 8, CDCl3, 100 MHz) (GOMES et al., 2010).

21 29

“,
’I

27

Pg-2 = g - Sitosterol = Mo-2

HO
4 6
Pg-2 Mo-2
dc OH dc
1 37,40 37,20
2 31,82 31,55
3 71,96 3,52 (m) 71,68 3,47 (m)
4 42,46 42,20
5 140,91 5,35 (d) 140,70 5,31 (d)
6 121,88 121,63
7 32,06 31,82
8 32,06 31,82
9 50,30 50,06
10 36,78 36,43
11 21,23 21,02
12 39,92 39,72
13 42,29 42,25
14 56,91 56,69
15 24,45 24,25
16 28,40 28,20
17 56,20 55,99
18 12,01 0,67 (s) 11,81 0,64 (s)
19 19,55 1,00 (s) 19,35 0,97 (s)
20 36,30 - 36,09
21 18,93 - 18,73
22 34,09 - 33,87
23 26,21 - 25,99
24 45,94 - 45,74
25 29,31 - 29,06
26 19,97 0,84 (d) 19,78 0,88 (d)
27 19,18 0,80 (d) 18,99 0,79 (d)
28 23,21 - 22,00 -
29 12,13 0,82 (1) 11,99 0,84 (1)
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Figura 10- Expanséo do espectro de RMN *H (5, CDCls, 400 MHz) de Pg
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Figura 11- Expansdo do espectro de RMN *H (8, CDCls, 400 MHz) de Pg-2
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Figura 12 - Espectro de RMN **C, BB, (8, CDCls, 100 MHz) de Pg-2
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Figura 13- Expansdo espectro de RMN *C, BB, (8, CDCls, 100 MHz) de Pg-2
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4.1.2 Caracterizacdo estrutural de Pg-3

A substancia codificada como Pg-3 foi isolada da Fracdo A, do EEB dos
cladddios de P. gounellei, ap6s ser submetida a uma cromatografia em coluna com
silica gel 60 e eluida com Hex, CH,Cl, e MeOH. Pg-3 apresentou-se em forma de um
po6 branco amorfo.

No espectro de RMN 'H de Pg-3 (Figuras 14-15, Pags. 80-81) foi possivel
observar um envelope de absor¢Bes comuns a hidrogénios metilicos, metilénicos e
metinicos de triterpenos e esteroides, semelhante a Pg-2; Observou-se também uma
absorcdo em &y 5,65, referente a um hidrogénio olefinico da posi¢do H-6, no entanto o
sinal em &, 4,26 (H-3), correspondente ao hidrogénio oximetinico, apresentou-se menos
protegido do que o H-3 de Pg-2, levando a sugerir que Pg-3 possui uma unidade osidica
ligada a este carbono. Esta sugestdo foi fortalecida através das absorcdes entre 6y 4,37 e
on 4,87 (Figura 15, Pag. 81), referentes a hidrogénios oximetinicos e oximetilénicos de
unidade osidica, além de um dubleto em &y 5,36 (J= 8,0 Hz), caracteristico de
hidrogénio anomérico (H-1’) de glicose ligada ao C-3 de esteroide (Tabela 2, P4g.79).
A presenca de dois duplo dubletos na regido entre oy 5,52 e 5,37, referentes aos
hidrogénios olefinicos, atribuidos as posicdes H-22 e H-23, caracteristicos do
estigmasterol levaram a sugerir que Pg-3 tratava-se de uma mistura dos esteroides:
sitosterol-3-O-p-D-glicopiranosideo (Pg-3 a) e estigmasterol-3-O-4-D-glicopiranosideo
(Pg-3 b) (KOJIMA et al., 1990) .

A prosposta da mistura de esteroides glicosilados foi corroborada pelo espectro de
RMN **C (Figuras 16-17, Pags. 82-83) ao exibir sinais condizentes a dois nlcleos
esteroidais, além de seis sinais referentes a unidade osidica. As absor¢des em & 138,90
e oc 129,40, de menor intensidade foram atribuidos aos carbonos olefinicos,
monohidrogenados, C-22 e C-23, respectivamente, ratificando a presenca do
estigmasterol da molécula. A figura 16 (Pag. 82), ratificou a presenga da unidade de
glicose para a mistura de Pg-3a e Pg-3b ao exibir um sinal em & 62,85 com
intensidade para dois carbonos, que foram atribuidos aos carbonos oximetilenicos (C-
6’) e outros dois referentes aos carbonos anoméricos das duas unidades de glicose, em
&c 102,58 (C-17).

As anélises dos sinais dos espectros de RMN 'H e *C de Pg-3 aliados a

comparagOes com dados da literatura (Tabela 2, Pag.79), permitiram idenficar Pg-3 a
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como sitosterol-3-O--D-glicopiranosideo e Pg-3 como estigmasterol-3-O-$-D-
glicopiranosideo. Substancias isoladas também como mistura, da espécie Pilosocereus
pachycladus da familia Cactaceae (FERNANDES et al., 2013; MACIEL, et al., 2016).

Sitosterol-3-O-p-D-glicopiranosideo

Estigmasterol-3-O-$-D-glicopiranosideo
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Tabela 2: Dados comparativos da mistura Pg-3a/ Pg-3b (6 CsDsN, 200 e 50 MHz) com dados da
literatura (6 CsDsN, 400 e 100 MHz), Mo-3a e Mo-3b (KOJIMA et al., 1990).

(Mo-3a) (Mo-3b)
Pg-3a Pg-3b sitosterol-3-O-D- estigmasterol-3-O-B-D-
glicopiranosideo glicopiranosideo
6H 5C 5H SC 6H 5(: 8H SC
1 36,92 36,92 37,60 37,60
2 30,25 30,25 30,30 30,30
3 4,26 (m) 78,11 4,26 (m) 78,11 3,96 (m) 78,30 3,96 (m) 78,30
4 39,34 39,34 39,40 39,40
5 - 140,91 - 140,91 141,00 141,00
6 5,65(d, J=3,0 Hz) 121,89 5,65 (d, J=3,0 Hz) 121,89 5,36 (m) 122,00 5,36 (M) 122,00
7 32,17 32,17 32,20 32,20
8 32,05 32,05 32,10 32,10
9 50,35 50,35 50,40 50,40
10 - 37,47 - 37,47 37,00 37,00
11 21,28 21,28 21,40 21,40
12 39,95 39,82 40,00 39,90
13 - 42,47 - 42,47 42,40 42,40
14 56,83 56,83 57,00 57,00
15 24,50 24,50 24,60 24,70
16 28,52 29,28 28,70 29,40
17 56,25 56,25 56,30 56,20
18 11,96 12,14 12,00 12,30
19 19,16 19,16 19,30 19,30
20 36,38 36,38 36,50 36,90
21 19,00 19,96 19,10 21,70
22 3421 552 (dd, J= 152e9,0Hz) 138,90 34,30 138,90
23 26,41 537 (dd, J= 152e9,0Hz) 129,40 264 129,50
24 46,05 51,41 46,10 51,50
25 29,47 32,05 29,50 32,20
26 19,20 19,41 19,50 21,40
27 21,45 21,45 20,10 20,10
28 23,39 25,67 23,40 25,80
29 12,14 12,49 12,20 12,60
1’ 536(dJ=80Hz) 102,58 5,36 (d,J=8,0 Hz) 102,58 5,06 (d, J=7,8 Hz) 102,60 5,06 (d,J=7,8 Hz) 102,60
2 437t I=80Hz) 7533 4,37 (t, 3=8,0 Hz) 75,33 441 (4 I=1.7 Hz) 7540 441 (L I=1.7 Hz) 7540
3’ 4,59 (1, 36,2 H2) 78,60 4,59 (1, 36,2 H2) 78,60 4,45 (t, J=6,0 Hz) 78,70 4,45 (t, J=6,0 Hz) 78,70
4 4,59 (t, J=6,2 Hz) 71,71 4,59 (t, J=6,2 Hz) 71,71 4,29 (1) 71,70 4,29 (1) 71,70
5’ 4,29 (m) 78,45 4,29 (m) 78,45 4,06 (m) 78,50 4,06 (M) 78,50
¢ 4870 JF1L5 Hy)e 62,85 4,87(d, J=11,5 Hz) e 62,85 458 (dd, J=12e24Hz)e 6290 458 (dd, J=12e2,4 Hz) e 62,90

4,72(d, J=8,0 Hz)

4,72(d , J=8,0Hz)

4,41 (dd, J=12 e 5 Hz)

4,41 (dd, J=12 e 5 Hz)
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Figura 15 - Expansdo do espectro de RMN *H (8, CsDsN, 200 MHz) de Pg-3a e Pg-3b.
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Figura 16- Espectro de RMN *3C, APT, (8, CsDsN, 50 MHz) de Pg-3a e Pg-3b.
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4.1.3 Caracterizacdo estrutural de Pg-7

A substancia codificada como Pg-7 foi isolada a partir da fragdo Hex:CH,Cl,
(1:1) dos cladodios de P. gounellei, através de uma cromatografia em coluna com silica
gel 60 e eluida com Hex, AcOEt e MeOH, sozinhos ou em misturas binarias, originando
a fracdo 13/15, que apresentou-se em forma de cristais brancos.

Ao verificar o perfil do espectro de RMN 'H (Figuras 18-19, P4ag. 87-88), de
Pg-7 foi possivel perceber a semelhanca que existia entre ela e a substancia Pg-3
(Figura 14, Pag. 80), o que induziu a pensar que Pg-7 seria igual a Pg-3. Quando se fez
uma andlise comparativa, Figura 18 de Pg-7 (Pag. 87) com a figura 14 (pag. 80),
observou-se que ndo existiam absorc¢des para a unidade osidica na regido entre oy 4,2 €
on 5,3. A auséncia destas absor¢Ges em Pg-7 e a semelhanga dos outros sinais e perfil
dos espectros permitiram sugerir que Pg-7 tratava-se de uma mistura do p-sitosterol
(Pg-7a) e estigmasterol (Pg-7 b).

O espectro de RMN *3C (Figuras 20-22, Pags. 89-90), (Tabelas 3-4, P4gs. 85-
86) fortaleceu a proposta anterior ao exibir 45 sinais para 58 atomos de carbonos, uma
vez que 13 sinais mostraram amplitude para dois &tomos de carbonos.

A andlise dos espectros de RMN *H e RMN *C de Pg-7, além de comparagoes
feitas com os dados de Pg-3 possibilitou definir a substancia em analise como uma
mistura do g-sitosterol (Pg-7a) e estigmasterol (Pg-7 b), sendo descritas pela primeira
vez na espécie Pilosocerus gounellei (MACIEL, et al., 2016).
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Tabela 3- Dados de RMN 'H e RMN *C-APT (5, CDCls, 200 e 50 MHz, respectivamente) das
substancias Pg-7 a/ Pg-7b)

! ¢ Estigmasterol (Pg-7 b)
Carbonos Pg-7 a Pg-7b
C oc oy oc on
5 140,70 - 140,70
10 36,43 - 36,43
13 42,25 - 42,25
CH
3 71,68 3,48 (m) 71,68 3,48 (m)
6 121,63 5,31 (d,J=5,2Hz) | 121,63 5,31 (d, J=5,2 Hz)
8 31,82 - 31,82 ;
9 50,06 - 50,06
14 56,69 - 56,80
17 55,99 - 55,87
20 36,09 - 40,47 ;
22 - - 138,28 5,12 (dd, J=15,2 e 8,2 Hz)
23 - - 129,20 4,97 (dd, J=15,2 e 8,2 Hz)
24 45,74 - 51,19 -
25 29,06 - 29,06
CH,
1 37,20 - 37,20
2 31,55 - 31,55
4 42,20 - 42,14
7 31,82 - 31,82
11 21,02 - 21,02
12 39,72 - 39,62
15 24,25 - 24,31
16 28,20 - 28,89
22 33,87 - -
23 25,99 - -
28 22,00 - 25,37
CH;
18 11,81 0,64 (s) 11,93 0,66 (s)
19 19,35 0,97 (s) 19,35 0,97 (s)
21 18,73 - 21,18 -
26 19,78 0,88 (d, J=15,2Hz) | 21,06 0,88 (d, J=15,2 Hz)
27 1899 0,79 (d,J=2,0Hz) | 18,95 0,79 (d, J=2,0 Hz)
29 11,99 0,84 (1) 12,22 0,84 ()
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Tabela 4 - Dados comparativos de RMN*C da substancia Pg- 7 a/Pg-7b (5, CDCls, 50
MHZz) com modelos Mo-7a e Mo-7b (8, CsDsN, 100 MHz), (KOJIMA et al., 1990)

Carbonos Pg-7 a Mo-7a Pg-7b Mo-7b
(Sitosterol) (Estigmasterol)
C dc dc dc dc
5 140,70 140,70 140,70 140,70
10 36,43 36,50 36,43 36,50
13 42,25 42,30 42,25 42,30
CH
3 71,68 71,80 71,68 71,80
6 121,63 121,70 121,63 121,70
8 31,82 31,90 31,82 31,90
9 50,06 50,10 50,06 50,10
14 56,69 56,80 56,80 56,80
17 55,99 56,00 55,87 55,90
20 36,09 36,10 40,47 40,50
22 - - 138,28 138,30
23 - - 129,20 129,20
24 45,74 45,80 51,19 51,20
25 29,06 29,10 29,06 *
CH;
1 37,20 37,20 37,20 37,20
2 31,55 31,60 31,55 31,60
4 42,20 42,30 42,14 42,30
7 31,82 31,90 31,82 31,90
11 21,02 21,10 21,02 21,10
12 39,72 39,80 39,62 39,70
15 24,25 24,30 24,31 24,40
16 28,20 28,20 28,89 28,90
22 33,87 33,90 - -
23 25,99 26,00 - -
28 22,00 23,00 25,37 *
CH;
18 11,81 11,90 11,93 12,00
19 19,35 19,40 19,35 19,40
21 18,73 18,80 21,18 21,20
26 19,78 19,80 21,06 *
27 18,99 19,00 18,95 *
29 11,99 12,00 12,22 *

* Auséncia de dados na referéncia
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Figura 21- Expanséo do espectro de RMN *C-APT (8, CDCls, 50 MHz) de Pg-7-a e Pg-7 b.

25.993

b

25.376

——————_24.250
23.001

_ , 2a.318

21.189
21.0686

i P 4
—21.025
18.789

|

18.35¢

Wpirnn” AT rl “UW,J
v

N AP APT VNI Vs NS N i g, ( 2 N '
y | i '
T | i
., | I

12 ppm

Figura 22- Expansdo do espectro de RMN **C-APT (5, CDCls, 50 MHz) de Pg-7-a e Pg-7 b.

42.259
42.204

\_42.143

—56.809
— . S6.63%
—55.99%9
- —55.875%
51.185
50.069
45.745
— 40.475

| | | | .

‘I"M,w/

39.720

—39.624

h

|
‘\’“'v”wj I“"-J) ‘\ (NWMWJ "'\"’V"\\’M"',J

37.208
36.439

33.872

,—31.868

36.096

o

-31.827

31,553

~- 28.8%0
28.203

—29.068

:wa«. r"w’ﬁ"vw
|

TTT T YT TT T YT T TTT LR [, i 1 1 T TTI=TT TTT

56 54 52 50

T TrT—TTTT

38

T L R AT

T
36

90



4.1.4 Caracterizacdo estrutural de Pg-1

A substancia codificada como Pg-1 foi isolada da Fracdo A, do EEB dos
cladddios de P. gounellei, apds ser submetida a uma cromatografia em coluna, com
silica gel 60 e eluida com Hex, CH,Cl, e MeOH, que levou ao isolamento de um solido
branco cristalino.

O espectro de RMN *H e suas expansdes (Figuras 23-25, P4gs. 94-95) mostrou
absorcdes para hidrogénios aromaticos na regido entre Jy 6,05 e 7,44 ppm. Os dubletos
em oy 6,06 (H-8) e o4 6,05 (H-6), ambos acoplando meta com constante de
acoplamento de 2,5 Hz, sdo sinais caracteristicos de nucleo flavonoidico com as
posicdes C-5 e C-7 substituidas no anel. A presenca de um multipleto ente oy 7,36- 7,44
(H2’,H-3’, H-4’, H5’ e H-6’), com integral para cinco hidrogénios, sugeriu a presenca
de um anel aroméatico monosubstituido, podendo ser atribuido ao anel B de flavonoides.
A existéncia de absorc¢des para hidrogénios ligados a carbonos sp® em dy 3,07 (dd,
J=17,0 e 13,0 Hz), 6y 2,82 (dd, J= 13,0 e 3,0 Hz), que acoplou com um hidrogénio
oximetinico em oy 5,41 (J=13,0 e 3,0 Hz), quando comparados com dados da literatura
(Tabela 5, Pag. 93), foram atribuidos aos hidrogénios H-3b; H-3a e H-2 do anel C
flavonoidico e permitiram propor que Pg-1 poderia tratar-se de uma flavanona, por ndo
possuir a dupla ligacdo entre C-2 e C-3, caracteristica das flavonas (TELES et al., 2015;
MACIEL et al,. 2016).

O espectro de RMN *H também mostrou um sinal em &y 11,99, caracteristico de
hidroxila em ponte com carbonila, fortalecendo a proposta que Pg-1 trata-se de um
flavonoide, além de um singleto em oy 3,79 evidenciando a presenca de uma metoxila
na estrutura.

O espectro de RMN °C (Figura 26, Pag. 96) evidenciou 13 sinais para 16
atomos de carbono. A estrutura de Pg-1 possui 10 carbonos monohidrogenado, sendo as
absorcbes em o¢ 126, 12 (C-2°/C-6") e o, 128,87 (C-3°/C-4’ ¢ C-5’), condizentes com 5
atomos de carbonos, fortalecendo a proposta de que a estrutura possui o anel aromaético
B monosubstituido, aléem da absor¢cdo em J¢ 79,24 (C-2), que ratifica a ideia de que o
nucleo flavonoidico de Pg-1 ndo possui dupla ligacdo entre os carbonos C-2 e C-3,
sendo esta uma carateristica tipica de nucleos de flavanonas; Os sinais em Jc 94,28 (C-
8) e dc 95,16 (C-6), inferiram que o anel A encontra-se bi substituido, fortalecendo a

proposta do espectro de RMN *H. A absorcdo em dc 195,73 evidenciou a presenca de
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uma carbonila, comum na posicdo C-4 de flavonoides e o sinal em J¢c 55,69, a presenca
de uma metoxila presente na molécula.

A analise dos dados espectrais em conjunto com os dados da literatura
(MURILLO, et al.,, 2014) permitiram afirmar que Pg-1 trata-se da 5-hidroxi,7-
metoxiflavanona (pinostrobina) (Tabela 5, Pag. 93), substancia esta, que possui acao
protetora da mucosa gastrica, além de atividade antioxidante celular indireta, através da
ativacdo dos mecanismos antioxidantes celulares (ABDELWAHAB et al., 2011). Esta
substancia foi descrita pela primeira vez no género Pilosocereus (MACIEL, et al.,
2016).

Pinostrobina
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Tabela 5-Dados comparativos de RMN *H e *C de Pg-1 (8, CDCls, 500 e 125 MHz) com os modelos Mo-1 (3, CDCl3 400 e 100 MHz-
Pinostrobina) e Mo-1.1 (3, DMSOdg, 400 e 100 MHz- Crisina) (MURILLDO, et al., 2014).

Pinostrobina = Pg-1

OH O Crisina

Pg-1 Mo-1(Pinostrobina) Mo-1.1 (Crisina)
C 5C H 5C 5H 5C H
1 - - - - -
2 79,24 5,41 (1H, dd, J= 13,0 e 3,0H2) 79,2 539 (1H, dd, J=13.0e 3,0Hz) 1630 i
2,82 (1H,dd, J=17,0 e 3,0Hz- H3-a) 2,80 (1H, dd, J=17,2 - 3,1Hz- H3-a)
3 4341 307(1H, dd, =170 13,0 Hz, H3-b)  *>*  3.06(1H, ddJ=17,2 € 13,0 Hz, H3-b) 01 6,94 (s)
4 195,73 i 195,7 : 1817 i
5 162,79 i 164,2 i 161.4 i
6 95,16 6,05 (1H,d,J=2,5H7) 95,6 6,06 (1H, d, J=2,3 Hz) 98,9 6,21 (d, J=1,6H7)
7 168,00 i 168,1 i 164,3 i
8 94,28 6,06 (1H, d,J=2,5 Hz) 94,3 6,07 (1H, d, J=2,3Hz) 94,0 6,5 (d, J=1,6 Hz)
9 164,17 i 1628 i 157,33 i
10 103,17 i 103,2 i 103,9 i
It 138,39 i 1387 i 130,6 i
2'/6° 126,12 : 126.2 i 126.3 8,04 (d, J= 7,2 Hz)
3/5° : . i i 1290 i
/45 12887 i 1289 i } 7,57 ()
VIS - 7,36-7,44 m : 7,36-7,48 m i i
OMe-3 55,69 3,79 (s) 55,7 3,79 (s) :
OH i 11,99 i 12,1 : 12,8 (s)
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Figura 23 -Espectro de RMN *H (8, 500 MHz, CDCls) de Pg-1
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Figura 24- Expansdo do espectro de RMN *H (8, 500 MHz, CDCl5) de Pg-1
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Figura 26- Espectro de RMN *C (8, 125 MHz, CDCl5) de Pg-1
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4.1.5 Caracterizacao estrutural de Pg-4

A substancia codificada como Pg-4 foi isolada a partir da fracdo metandlica, do
EEB dos cladddios de P. gounellei, ap6s sucessivas cromatografias com Sephadex LH-
20, eluidas com MeOH:CH,ClI, (7:3) e apresentou-se em forma de um pé com coloracéo
amarela.

O espectro de RMN 'H de Pg-4 (Figuras 27-28, Péags. 100-101) mostrou
absorcdes condizentes com hidrogénios aromaticos entre oy 6,17 e oy 7,72. As
absorcbes em Jy 6,37 (H-8) e em oy 6,17 (H-6), assim como em Pg-1, mostraram-se
caracteristicas de hidrogénios com acoplamento meta, em anel flavonoidico com
substituicdo nas posicdes C-7 e C-5 do anel A de flavonoides, enquanto o conjunto de
absorcoes em 0y 7,62 (H-6) acoplando orto com J= 8,5 Hz com H-5" e meta com J=2,0
Hz com H-2’, em oy 6,87 (H-5") acoplando orto com J= 8,5 Hz com H-6" ¢ dy 7,72 (H-
2’) acoplando meta com J=2,0 Hz com H-6’, evidenciou a presenca de outro anel
aromatico na molécula, com um sistema ABX, podendo, quando comparado com dados
da literatura (Tabela 6, Pag. 99), ser inferido como o anel B de um flavonoide.

Diferentemente, do modelo Pg-1, a molécula de Pg-4, ndo possui sinal para
hidrogénio ligado a carbono sp® localizado nas posicées C-2 e C-3 do modelo, o que
significa que existe uma dupla ligacdo entre C-2 e C-3, ligacdo esta caracteritica de
flavonas. A auséncia de um singleto para o hidrogénio da posicdo H-3, sugeriu que esta
posicdo encontra-se substituida por uma hidroxila. Esta sugestdo é fortalecida pela
auséncia de sinais para grupos metilas ou metoxilas. A compilacdo destes dados e
comparagOes com a literatura possibilitou caracterizar o esqueleto de Pg-4 como sendo
um flavonol.

O espectro de RMN **C, utilizando a técnica APT (Figuras 29-30, Pags. 102-
103) evidenciou sinais para 15 atomos de cabono, confirmando a proposta de que Pg-4
trata-se de um flavonoide. Os sinais em ¢ 116,23 (C-2’), dc 116,01(C-5") e oc 121,68
(C-6”), confirmaram a presenga de um anel ABX na molécula. Foi possivel observar
também sinais para sete sinais de carbonos ligados a oxigénio, condizentes com 0s
sinais em : dc 148,01 (C-2), oc 137,23 (C-3), 6c162,50 (C-5), d¢c 165,62 (C-7), dc 158,24
(C-9), oc 146,21 (C-3°) e oc 148,76 ( C-4’); além de uma absor¢do em d¢c 177,36,
referente a presenca de uma carbonila na posicdo C-4.

A anélises dos dados espectrais de RMN *H e **C, além de comparacdes com
dados da literatura (GOMES et al., 2011) (Tabela 6, Pag.99) e comparagdo com
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padrdes em CCDA utilizando o reagente NP, permitiram inferir que a substancia Pg-4
tratava-se da 3,5,7,3’,4’-pentahidroxiflavonol ou quercetina. Esta substancia ja foi
isolada em outras espécies de Cactaceae, como na Pilosocereus arrabidae e Opuntia
ficus-indica (GONCALVES et al., 2015), porém inédita para a especie Pilosocereus
gounellei (MACIEL, et al., 2016).

Quercetina

98



Tabela 6 -. Comparacéo dos dados de RMN *3C e de RMN *H da substancia Pg-4 (5, CD30D, 500 e 125 MHz) com dados da literatura (Mo-4,

O  Pinostrobina= Pg-1

Pg-4 Mo-4 (GOMES et al., 2011) Mo-4.1 (Pg-1= Pinostrobina)
C 5C oH 5C oH 5C oH
1 - - - - - -
2 148,01 i 148,00 i 79,24 5,41 (1H, dd, J=13,0 e 3,0H7)
2,82 (1H, dd, J=17,0 e 3,0Hz- H3-a
3 137,23 - 137,20 | 4341 307 (iH, dd, 3=17,0 e 13,0 Hz, H3-g)
4 177,36 : 177,30 : 195,73 i
5 162,50 i 162,40 : 162,79 :
6 99,27 6,17 (1H, d, J= 2,0Hz) 99,20 6,17 (1H, d, J=20Hz) 95,16 6,05 (1H, d, J=2,5H2)
7 165,62 : 165,50 i 168,00 i
8 94,43 6,37 (1H, d, J= 2,0H7) 94,40 6,37 (1H, d, J=20Hz) 94,28 6,06 (1H, d, J=2,5 Hz)
9 158,24 : 158,20 : 164,17 :
10 104,51 i 104,50 i 103,17 i
P 124,16 i 124,10 i 138,39 i
2 116,23 7.72 (1H,d,J= 2,0H2) 116,10 7.72 (1H, d, J=2,0H2) i i
3 146,21 : 146,20 i : i
" 14876 : 148,70 i : i
5 116,01 6,87 (1H, d, J= 8,5H7) 116,20 6,87 (1H, d, J=8,0H2) : i
6 121,68 7,62 (1H, dd, J=85e20Hz) 121,60 7,61 (1H, dd, J=80e20Hz) - i
2/6° i i i i 126,12 i
3°/4°/5° i i i : 128,87 i
2'/3°14°/5°/6" i i i i i 7,36 — 7,44 (m)
OH i i i i : 11,99
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Figura 27 - Espectro de RMN *H (8, 500 MHz, CD;0D) de Pg-4
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Figura 29 -Espectro de RMN *3C, APT, (5, 125 MHz, CD;0D) de Pg-4
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4.1.6 Caracterizacao Estrutural de Pg-5

A substancia codificada como Pg-5 foi originada a partir da fracdo metandlica,
do EEB dos cladodios de P. gounellei, apds sucessivas cromatografias com Sephadex
LH-20, eluidas com MeOH:CH,CI, (7:3), que levou ao isolamento de um pé com
coloracdo amarela.

O espectro de RMN 'H de Pg-5 (Figuras 31-32, P4g. 107) também evidenciou
sinais para hidrogénios aromaticos entre oy 6,18 e oy 8,08.

Na regido de hidrogénios aromaticos foi possivel visualizar as absor¢des de dois
dubletos, um em Jy 8,08 (H-2’/H-6") e outro em Jy 6,90 (H-3’/H-5"), ambos com
integrais para dois hidrogénios cada, acoplando orto com J= 85 e 9,0 Hz
respectivamente, entre si, caracteristicos de sistema AA’BB’, sendo possivelmente
atribuido a um anel B de flavonoides. Estas absor¢des revelaram que o anel B de Pg-5 é
para substituido, enquanto que em Pg-4 ele era trisubstituido e em Pg-1, ndo havia
substituicdo. As absorcdes para dois dubletos em Jy 6,18 (H-6) e em Jy 6,39 (H-8),
comuns em no anel A de esqueletos flavonoidicos com hidrogénios substituidos nas
posi¢bes C-5 e C-7, revelaram que Pg-5 possui este anel semelhante a Pg-1 e Pg-4. A
auséncia de singletos atribuidos para os hidrogénios da posi¢do C-2 e C-3 indicam que,
assim como Pg-4, Pg-5 possui uma dupla ligacdo entre C-2 e C-3. Como em Pg-4, a
auséncia de sinais condizentes a hidrogénios de grupos metoxilas ou metilas, leva a
sugerir que na posicdo C-3 de Pg-5 existe um substituinte hidroxila, semelhantemente a
Pg-4. A analise do espectro de RMN *H de Pg-5 e sua expansdo (Figuras 31-32, P4g.
107), juntamente com comparagdes com os dados de Pg-1 e Pg-4, além de dados da
literatura, levaram a sugerir que Pg-5 tratava-se do 3,5,7,4’- tetrahidroxiflavonol
(Tabela 7, Pag. 106).

O espectro de RMN **C de Pg-5, utilizando a técnica APT (Figuras 33-34, Pag.
108) corroborou a proposta do ndcleo flavanoidico, com o sistema AA’BB’, ao
apresentar 13 sinais para 15 atomos de carbono, entre eles: uma carbonila em oc 177,40
condizente com carbonila de cetona conjugada na posicdo C-4, além de 8C néo
hidrogenados e quatro sinais para seis carbonos monohidrogenados. Este espectro
também mostrou dois sinais em Jc 130,69 (C-2°/C-6") e em Jc 116,33 (C-3°/C-5°),
condizentes a quatro atomos de carbonos monohidrogenados, confirmando a proposta
do anel AA’BB’, além de mais dois sinais para carbonos em oc 99,31 e dc 94,50,

referentes aos carbonos C-6 e C-8 do anel A, substituido nas posicbes C-5 e C-7. A
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auséncia de sinal para o carbono monohidrogenado referente & posicéo de C-3 fortalece
a proposta de que Pg-5, assim como Pg-4, possui um nucleo flavonoidico do tipo
flavonol.

A anélise dos dados espectrais de RMN *H e **C, aliados a comparac&o com
dados da literatura (PIZZOLATTI et al., 2003) (Tabela 7, Pag. 106) e comparagao
com com padrées em CCDA utilizando o reagente NP, levaram a propor que Pg-5
tratava-se do 3,5,7,4’-tetraidroxiflavonol (canferol). Esta substancia ja foi isolada em
outras espécies da familia Cactaceae, como Pilosocereus arrabidae e Opuntia ficus-
indica (GONCALVES et al., 2015), todavia € inédita na espécie P. gounellei (MACIEL
et al., 2016)

Canferol
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Tabela 7- Comparacéo dos dados de RMN *H e **C da substancia Pg-5 (5, CDsOD, 500 e 125 MHz) com dados da literatura (Mo-5, PIZZOLATTI et al.,
2003) e (Mo-5.1, §,(CD3),CO, 400 e 100 MHz- Galangina) (MURILLO, et al., 2014).

3 ., _OH

ou o Pg-5=Mo-5=3,5,7,4’-tetraidroxiflavonol

(canferol)
Pg-5 _I\/Io-5 _ _ Mo-5_.1
(Canferol, Pizzolatti et al., 2003) (Galangina, Murillo et al, 2014)

C oC oH oC oH oC oH

1 - - - - - -

2 148,10 - 147,05 - 146,1 -

3 137,13 - 136,68 - 138,0 -

4 177,40 - 176,62 - 177,0 -

5 162,54 - 162,31 - 162,4 -

6 99,31 6,18 (1H, d, J=2,0Hz) 99,19 6,27 (d, J =1,9 Hz) 99,3 6,29 (d, J =2,0 Hz)

7 165,65 - 165,08 - 165,2 -

8 94,50 6,39 (1H, d, J=2,0Hz) 94,54 6,52 (d, J =1,9Hz) 94,6 6,57 (d, J = 2,0Hz)

9 158,30 - 157,83 - 158,0 -

10 103,80 - 104,16 - 104,3 -

1 123,76 - 123,36 - 132,1 -
2°/6° 130,69 8,08 (2H, d, J=9,0Hz) 130,49 8,12 (2H, d, J =8,8Hz) 129,2 8,26 (2H, d, J =8,3 Hz)
3/5 116,33 6,90 (2H, d, J=8,5Hz) 116,35 6,99 (2H, d, J =8,8Hz) 128,5 -

4 160,58 - 160,02 - - -

3/9/5 7,49 — 7,52 (m)

OH - - - - - 12,1 (s)
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Figura 31- Espectro de RMN *H (8, 500 MHz, CD;0OD) de Pg-5
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Figura 32- Expansdo do espectro de RMN *H (8, 500 MHz, CD;0D) de Pg-5
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Figura 33 - Espectro de RMN *C, APT, (8, 125 MHz, CDs0D) de Pg-5
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Figura 34- Expansdo do espectro de RMN **C, APT, (5, 125 MHz, CD;0D) de Pg-5
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4.1.7 Caracterizacdo estrutural de Pg-6

A substancia codificada com Pg-6 foi isolada dos cladodios de P. gounellei, a
partir da fracdo hexanica do Xad, que foi submetida a uma filtracdo rapida em silica gel
60 eluida com Hex., CH,Cl, e MeOH. A fragdo hexanica, originada desta filtracdo, foi
cromatografada em silica flash originando a subfracdo 28/33, que foi posteriormente
purificada através de uma cromatografia em camada delgada preparativa, eluida com
Hex:EtOAc (80:20), cuja faixa 2 mostrou-se pura levando ao isolamento do composto
Pg-6 que apresentou-se como um sélido verde amorfo.

Através do espectro de RMN *H de Pg-6 (Figuras 35-38, Pags. 113 -116) foi
possivel visualizar absorcdes de singletos caracteristicos de nucleo porfirinico em oy
9,38 (H-5), 4 9,53 (H-10) e &4 8,58 (H-20) (BRITO-FILHO et al., 2014). Esta sugestio
foi fortalecida ao observarmos sinais para quatro metilas de anéis pirrélicos em &y 3,82
(Me-12%) anel 111; &4 3,40 (Me-2Y) anel I; &, 3,21, do anel Il (Me-7%) e &4 1,81 (Me-18Y)
do anel IV. O sinal em & 3,21(Me-7" permitiu propor que Pg-6 trata-se da feofitina a
(Tabela 8, P4g. 111), uma vez que se Pg-6 fosse a feofitina b observa-se-ia um sinal
para hidrogénio de aldeido em torno de &4 11,50 (BRITO-FILHO et al., 2014).

Neste espectro de RMN 'H Pg-6 também foi possivel visualizar sinais para
hidrogénios vinilicos em &, 7,98 (dd, J=17,78 Hz e 11,51 Hz) referente ao préton Ha -
3* que acopla trans com em & 6,28 (dd, J=17,78 Hz) e cis com Hb - 3% em & 6,17 (dd,
J=11,51Hz e 1,0 Hz). Este, por sua vez, acopla geminado com Hc - 3% (J=1,0 Hz).
Foram ainda observados sinais para trés hidrogénios olefinicos em &4 9,38, 6 9,53 e &
8,58 condizentes com os hidrogénios H-5, H-10 e H-20 respectivamente, do nucleo
porfirinico das feofitinas, além disso, 0 espectro mostrou também, um singleto em &y
3,88 (H-13%), condizente com a uma metoxila.

A analise dos espectros de RMN **C-APT (Figuras 39-41, Pags. 117-119)
revelou picos para 55 atomos de carbono, onde pdde-se definir 19 ndo hidrogenados, 11
metinicos, entre os quais um vinilico em &c 129,04 (C-3%), 14 metilénicos, com
destaque também para um carbono vinilico terminal em 8¢ 122,98 (C-3%) e 10 metilicos,
destacando o sinal em 8¢ 52,86 (C-13%), tipico de CH3 de metoxila de éster alifatico, que
fortalece as sugestdes do RMN *H para a existéncia desse grupo em Pg-6 .

A sugestdo de que Pg-6 trata-se da feofitina a foi fortalecida pela presenca de

um envelope de absor¢fes de 17 sinais condizentes com carbonos metinicos,
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metiléncios e metinicos do radical fitilila, além de outros sianis em &¢ 61,46 atribuido
ao carbono oximetilénico (CH»-P;) e dois referentes aos carbonos olefinicos (CH-P,)
em &¢ 117,79 e (CH-P3) em ¢ 142,19 (Tabela 9, Pag. 112), que ratificaram que Pg-6
tara-se da feofitina a.

A anélise dos dados espectrais de RMN *H e **C em conjunto com comparagdes
com dados da literatura (Tabelas 8-9, Pags. 111-112), levou a afirma que Pg-6 trata-se
da feofitina a, sunstancia inédita na espécie Pilosocereus gounellei (MACIEL, et al.,
2016).

p11t

P12

Feofitina a

3
P17
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Tabela 8- Dados comparativos de RMN *H e *C de Pg-6 (5, CDCls, 500 e 125 MHz, respectivamente) com
0s modelos Mo-6 (3, CDCl3, 500 e 125 MHz; TOMAZ et al., 2008) e Mo-6.1 (5, CDCl3, 200 e 50 MHz;
SILVA et al., 2006)

Mo-6 Mo-6.1 Pg-6
C oC oH oC oH oC oH
1 142,34 - 141,98 - 142,78 -
2 131,10 7 131,78 - 132,09 -
2t 1226 3,39 (s) 12,06 3,37 (5) 12,07 3,40 (s)
3 136,82 - 136,16 - 136,69 -
7,93 (dd, J=17,8 e 11,6 Hz) 7,98 (dd-J=17,81 Hz e 11,51 Hz)
3t 12919 795(dd, J=17,85Hz, 1148 Hz) 158091 129.04
6,14 (dd, J=11,6 e 1,6 Hz) 6,28 (trans) (dd-J=17,78Hz) e
2 12311 6,27 (rans) (d, J=17.95Hz)e 12272 (Cis)e 6,24 (dd, J=17,8e16 12298 6,17(Cis) (dd-J=11,51 Hz e 1,0(Hz)
6,18 (cis) (d, J=11,10 Hz) Hz) (Trans)
4 13651 - 136,40 - 136,44 -
5 97,66 9,35 (s) 97,39 9,30 (5) 97,52 9,38 (s)
6 155,55 - 155,55 - 155,55 -
7 136,14 - 136,05 - 135,89 -
7t 11,35 3,19 (s) 11,11 3,16 (s) 11,20 3,21 (s)
8 145,25 - 145,09 - 145,04 _
8 19,60 3,63 (m) 19,32 3,64 (m) 19,47 3,68 (s, 2H)
82 1752 1,66 (m) 17,37 1,65 (t, J=7,60 Hz) 16,28 1,69 (t) J=7,55Hz
9 150,92 - 150,86 - 150,05 -
10 104,559 9,51 (s) 104,32 9,45 (s) 104,44 9,53 (s)
11 138,14 7 137,83 - 138,00 -
12 129,03 - 128,80 - 129,14 -
121 12,32 3,69 (s) 12,06 3,65 (s) 12,09 3,82 (s)
13 129,14 - 128,80 - 129,14 -
13' 18981 - 189,66 - 189,51 -
13° 64,90 6,30 (5) 64,66 6,25 () 64,75 6,27 ()
13® 169,77 - 172,95 - 169,49 -
13* 53,07 3,91 (s) 52,88 3,87 (s) 52,86 3,88 (5)
14 14959 - 149,59 - 150,02 -
15 105,10 . 105,10 - 105,63 -
16 161,19 - 161,19 - 161,30 -
17 5142 4,15 (m) 51,05 4,19 (m) 51,30 4,16 (m)
17t 29,89 . 29,76 - 29,68 -
172 31,42 - 31,16 - 31,24 -
17° 17318 _ 172,19 - 173,83 -
18 50,36 4,34 (m) 50,05 4,44 (m) 50,19 4,47 (m)
18" 23728 1,84 (d) 23,94 1,79 (d, J=7,40 Hz) 23,08 1,81 (d)
19 17263 - 169,60 - 172,89 -
20 9372 8,60 () 93,06 8,53 () 93,59 8,58(s)
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Tabela 9- Dados comparativos de RMN *3C da cadeia fitila de Pg-6 (5, CDCI3 50 MHz) com
0s modelos Mo-6 (5, CDCl3, 125 MHz; TOMAZ, 2008) e Mo-4 (6, CDCl3, 75 MHz; MELOS

et al., 2007).

CADEIA DE FITOL - Pg-6

P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9
P 10
P11
P12
P13
P 14
P15
P16
P17
P11t
p7
p3

Mo - 6
oC
61,69
117,93
143,02
39,98
25,17
37,57
32,93
37,50
24,60
36,82
32,79
37,44
24,95
39,53
28,14
22,89
22,80
19,84
19,90
16,48

Mo -6.1
6C
59,40
123,10
140,10
39,80
25,10
36,60
32,70
37,20
24,50
37,30
32,60
37,30
24,70
39,30
27,90
22,70
22,60
19,70
19,70
16,10

Pg-6
6C
61,46

117,79
142,19

39,78
24,98
37,37
32,60
37,31
24,86
37,25
32,74
36,63
24,74
39,34
27,94
22,68
22,59
19,70
19,63
17,30
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Figura 35 - Espectro de RMN *H (8, CDCls, 500 MHz) de Pg-6
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Figura 40- Expansdo do espectro de RMN **C, APT, (5, CDCls, 125 MHz) de Pg-6
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Figura 41- Expansdo do espectro de RMN *3C, APT (5, CDCls, 125 MHz) de Pg-6
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4.1.8 Caracterizacdo estrutural de Pg-8

A substancia codificada como Pg-8 foi isolada da fracao cloroférmica acida das
raizes de P. gounellei, apds ser submetida a uma cromatografia em silica gel 60, eluida
com Hex, AcOEt e MeOH, sozinhos ou em misturas binarias, originando a fragao
88/144, que foi posteriormente submetida a uma cromatografia em CLAE-DAD, com
uma coluna semi-preparativa Luna C-18 (250 x 21,20 mm x 5 pum, Phenomenex) por 15
min, adotando como fase mével MeOH/H,O-Milli-Q, em gradiente e concentragdo
crescente de MeOH de 50 a 100%. O pico em 7,5 min foi coletado e concentrado em N,
originando Pg-8 (8,00 mg).

O espectro de RMN *H de Pg-8 (Figuras 42-43, P4g. 125) apresentou dois
dubletos, um em oy 7,11(H-2°/H-6") e outro em dy 6,75 (H-3°/H-5") com integral para
dois hidrgénios cada um, sugerindo a presenca de um anel aromatico para-substituido.
Foi possivel observar a presenca de dois dubletos um em dy 6,79 (H-5), acoplando orto
com H-6 e outro em Jy 7,10 (H-2), acoplando meta também com H-6 e um duplo
dubleto em oy 6,98 (H-6) acoplando orto e meta com H-5 e H-2 respectivamente,
indicando a presenca de um sistema aroméatico AMX. A presenca de um grupo
metoxila, em um dos anéis aromaticos, foi mostrada pela absorcdo em dy 3,79 (3H). A
presenca das unidades coumaroil e tiramina foram sugeridas pela presenca de um par de
dubletos oy 6,52 (H-8) e Jy 7,31 (H-7), ambos acoplando trans com J = 16 Hz,
caracteristicos de hidrogénios olefinicos e pela presenca de um interessante tripleto em
on 8,00, referente ao hidrogénio ligado ao N (GRECA et al., 2006), dois duplos
dubletos em oy 3,29 (H-8a’) e 3,25 (H-8b’) referentes ao carbono metilénico vizinho ao
N e um tripleto em oy 4,27 (H-7'), atribuido a um hidrogénio de carbono oximetinico
(EFDI et al., 2007).

O espectro de RMN *H mostrou também dois sinais relevantes: um quarteto em
on 3,27 (H-1"") e um tripleto em Jy 1,07 (H-2"’), que foram atribuidos a um grupo etoxi,
ligado ao carbono oximetinico, no qual também se encontrava ligado o préton oy 4,27
(H-7°) (EFDI et al., 2007).

O espectro de RMN **C (Figura 44, P4g. 126) apresentou sinais para 20 4tomos
de carbono, sustentando as informacdes obtidas do espectro de RMN *H acerca da
presencga dos grupos coumaroil e tiramina propostos para Pg-8. A porcdo coumaroil foi
definida pelos sinais em dc 165,87 (carbonila de amida «,f-insaturada) e dois sinais em
oc 139,46 (C-7) e ¢ 119,01 (C-8), carbonos o,p-insaturados. J& a por¢do tiramina foi
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confirmada pela presenca dos sinais em: 45,61 (CH,, C-8") e pelo sinal em dc 79,64
(CH, C-7"), referente ao carbono oximetinico, indicando a posicdo em que o radical
etoxi estava ligado (GRECA et al., 2006).

A presenca do grupo etoxi de Pg-8 foi reforcada pelos sinais em oJ¢c 63,51 (CH,
C-1") e dc 15,42 (CH3, C-2"). O espectro de RMN **C também confirmou a presenca
de dois anéis aromaticos com sinais em Jc 128,07 (C-2'/6"), oc 115,34 (C-3'/5)
referentes ao sistema AA'BB’ e sinais em J¢ 110,90 (C-2), d¢c 115,83 (C-5) e o¢c 121,82
(C-6) referentes sistema AMX, mostrando um grupo metoxi em dc 55,75 (H3;CO-C-3)
(EFDI et al., 2007; CAVALCANTE et al., 2010).

A auséncia de correlagdo do hidrogénio dy 8,00 (t, N-H) com qualquer carbono
no espectro bidimensional HMQC (Figura 45, Pag. 127) e as correlagBes, a duas
ligaces, observadas com o carbono dc 165,8 (°J) no espectro bidimensional HMBC
demonstraram que o0 composto trata-se de uma alcamida derivada da trans-
feruloiltiramina (GRECA et al., 2006; CAVALCANTE et al., 2010).

O espectro HMBC (Figura 46, Pag. 128) exibiu correlacdo a trés ligacGes que
confirmaram a presenca do grupo coumaroil, sdo elas: H-7 com C-2, C-6 e C-9; H-8
com C-1; H-5 com C-3 e C-1. Qutras correlagbes do espectro sugeriram a presenca do
grupo etoxi e também da porc¢édo trans-feruloiltiramina: H-1" com C-7’ e H-8' com C-9
e C-1'. Estes dados permitiram identificar o composto Pg-8 como 7'-etoxi-trans-
feruloiltiramina, citada pela primeira vez na literatura.

O espectro bidimensional homonuclear COSY (Figura 47, Pag. 129) ratificou a
proposta estrutural para Pg-8 mostrando correlacdes entre os hidrogénios (N-H) oy 8,00
(t) com H-8"; H-8' e H-7"; H-1" e H-2" (Tabela 10-11, P4gs. 123-124).

A rotacéo optica de Pg-8 foi definida através de ensaio com [a],*> = -10° (0,01;
MeOH). A formula molecular estabelecida para o composto Pg-8 foi CyH23NOs o
fragmento de massa correspondente a perda do etanol pdde ser observada no ESI [M -
H]  como 310,17 (Figura 49, Pag.131). A compilacdo dos dados espectrais uni e
bidimensionais, EM, [a],*° e comparacdes com modelos da literatura, permitiram
definir Pg-8 como sendo 7’-etoxi-trans-feruloiltiramina, substancia esta sem relato
anterior, se tratando portanto de uma nova molécula chamada marianneina “in
memorian” (MACIEL et al,. 2016).
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A hipoétese de que Pg-8 poderia se tratar de um artefato de técnica foi descartada
com base em estudos anteriores que descreveram o isolamento da trans-feruloiltiramina
e 0s seus derivados, através de diferentes métodos de extracdo (GRECA et al., 2006;
LIANG et al., 2014). Liang e colaboradores avaliaram a extracdo de oito substancias
nitrogenadas de Portulaca oleracea utilizando irradiagdo de micro-ondas e diferentes
solventes tais como diclorometano, acetato de etila, metanol, etanol, etanol a 70%,
etanol 30% e agua. As oito substancias isoladas, incluindo N-feruloilnormetanefrina e

N-trans-feruloiltiramina, que foram extraidos com os solventes testados no estudo de P.

gounellei, demonstraram que esses solventes ndo promoveram a formacgéo de radicais
ou artefatos de técnicas (LIANG et al., 2014).

OCH,

Mo-8.1 = 7’-propdxi-trans-feruloiltiramina

Mo-8 = trans-feruloiltiramina

OH

OH

N-feruloilnormetanefrina

7’-etoxi-trans-feruloiltiramina = marianneina
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Tabela 10 - Dados comparativos de RMN *H e **C de Pg-8 (5, DMSO-ds, 400 e 100 MHz) com os modelos
Mo-8 (5, CDODs, 500 e 125 MHz) (GRECA et al., 2006) e Mo-8.1 (5, CDCls, 200 e 50 MHz)
(CAVALCANTE et al., 2010) .

Pg-8 Mo-8 Mo-8.1
C dC oH dC oH 8C H
1 126,62 - 128,8 7,15 (d, J= 2,5Hz2) 126,82 R
2 110,90 7,1 (sL) 112,2 - 109,70 6,9 (sL)
3 148,03 - 150,3 - 147,69 -
4 148,46 - 1498 - 147,20 -
5 115,83 6,79 (d,J=8,0Hz) 117,0 6,81 (d, J=9,5 Hz) 114,91  6,74(d,J=8,4Hz)
6 121,82 6.98 (d,J=8.0 Hz) 1238 7,05(dd, J=95e25Hz) 121,89 6,93 (dL)
7 139,46 7,31 (d,J=16,0Hz) 1427 7,46 (d, J=19,5 Hz) 140,89 7,37 (d,J=15,8Hz)
8 119,01 6,52 (d,J=16,0 Hz) 119,2 6,49 (d, J=19,5 Hz) 117,47 6,16 (d,J=15,8 Hz)
9 165,87 - 169,7 - 167,04 -
1 130,78 - 132,7 - 129,68 -
2’/6> 128,07 7,11 (d,J=8,0 Hz) 1296 7,19 (d, J=10,5 Hz) 129,53 6,96 (d,J=8,4Hz)
3°/5° 115,34 6,75 (d,J=8,0 Hz) 116,8 6,82 (d, J=10,5 Hz) 115,17 6,68 (d,J=8,4Hz)
4 157,08 - 158,8 - 155,17 -
7 79,64 4,27 (t, J=4,0Hz) 81,5 4,37(dd, J=8,2e53Hz) 3441 2,67 (t,J=6,90H2)
§ S i raesonn 7 s sa0enory O 34803600
12 63,51 3,27 (g, J=6,0H2) 72,1 3,28 (Obscurecido) - -
2” 15,42 1,07(t, J=6,9 Hz) 24,5 1,58 (ses, J= 7,6 Hz) - -
- _ _ 11,5 0,92 (t, J=7,6 Hz)
56,9 3,91 (5)
OMe-3 55,75 3,79 (s) 55,56 3,79 (5)
NH - 8,0 (t, J=4 Hz) - - - .
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Tabela 11- Dados espectrais de RMN **C (100 MHz) e RMN'H (400 MHz),
HMQC e HMBC (DMSO-d6, 6) de Pg-8 (7’-etoxi- trans-feruloiltiramina)

HMQC HMBC
Posicéo 6C oH (J em Hz) *J(H> C) ‘J(H— ©)
1 126,62 C -
2 110,9 C-H 7,11,d (1,2) 4,6,7 3
3 148,03 C -
4 148,46 C -
5 115,83C-H 6,79, dd (8,0 € 0,72) 1,3 4,6
6 121,82 C-H 6,98,dd (8,0e1,2) 2,4,7 5
7 139,46 C-H 7,31, d (16,0) 2,69 1,8
8 119,01 C-H 6,52, d (16,0) 1 9
9 165,87 C -
1’ 130,78 C -
2°/6>° 128,07 C-H 712,dd(80e1,2)  2,6,4,7 3’5
3’/ 11534 C-H 6,75, dd (8,0 e 1,2) 1°,3°,5 4
4 157,08 C -
7 79,64 C-H 4,27, (5,0) 1°.2°,6° 8’
8 4561 C-H,  3,29,dd (13,0e5,9) 1°,9 7
3,25, dd (13,0 e 5,9)
17 63,51 C-H, 3,27, (6.9) 2
27 15,42 C-Hs 1,07, t (6.9) 7 1
OMe-3 55,75 C-Hjs 3,79, s 3
N-H - 8,0, t (5.0) 9
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Figura 42- Espectro de RMN *H (8, DMSO-d6, 400 MHz) de Pg-8
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Figura 43- Expansdo do espectro de RMN *H (8, DMSO-d6, 400 MHz) de Pg-8
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Figura 44- Espectro de RMN **C, BB (5, DMSO- d6, 100 MHz) de Pg-8
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FIGURA 48 — Composto 7’ etoxi trans-feruloiltiramina (Pg-8) correlacbes de RMN HMBC
(J and 2J) e COSY
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4.1.9 Caracterizacao Estrutural de Pg-9

A substancia codificada como Pg-9 foi isolada a partir do EEB das raizes de
P.gounellei, onde 20g deste extrato foram solubilizados em &gua, originando um
sobrenadante e 5g de um precipitado insoltvel. 2,5g do precipitado foram submetidos a
uma filtracdo em Sephadex-LH-20, com MeOH e CHClj3, gerando a fracdo 06/10, que
mostrou-se pura apos cromatografia em CCDA, como um solido palido amorfo.

O espectro de RMN *H de Pg-9 (Figuras 50-52, Pags. 135-136) apresentou-se
semelhante ao de Pg-8. Foi possivel observar neste espectro a presenga de dois dubletos
em oy 7,0 (H-2’/H6’) e outro em oy 6,68 (H3’/H5’), ambos com integral para dois
prétons cada, sugerindo a presenca de anel aromatico para substituido, com sistema
AA’BB’ na molécula. As absorgdes em oy 6,78 (H-5) acoplando orto com H-6
(J=8,0Hz) e oy 6,98 acoplando com H-5 mais o sinal em dy 7,11 (H-2), levou a sugerir a
presenca de um outro anel aromatico trisubstituido com um sistema AMX, semelhante a
Pg-8.

As absor¢bes em oy 7,30 (H-7) e oy 6,43 (H-8) com constante de acoplamento
préximo a 16Hz, sugeriram a presenca de um sistema trans, caracteristicos de prétons
olefinicos, caracterizando a porcdo coumaroil da molécula. J4 a porcéo tiramina foi
evidenciada pela presenca de um interessante tripleto em oy 8,01, que foi atribuido ao
préton ligado diretamente ao nitrogénio e pela presenca de um tripleto em oy 2,64 (H-
7’) ¢ um multipleto em Jy 3,33 (H-8”) condizentes com os protons metilénicos da
estrutura da tiramina. Além disso, o espectro de RMN *H evidenciou também a
presenca de uma metoxilaem dJy 3,79, também descrita em Pg-8.

O espectro de RMN *C (Figura 53, Pag. 133) exibiu 16 sinais, para 18 4&tomos
de carbonos para Pg-9, fortalecendo a proposta do espectro de RMN 'H quanto &
presenca dos grupos coumaroil e tiramina. A presenca dos anéis aromaticos foi
fortalecida pelas absorgdes em oJc 130,02 (C-2°/C-6’) e oc 115,67 (C-3°/ C-5),
condizentes a dois carbonos cada uma, caracterizando o anel para-substituido do anel
AA’BB’, da por¢ado tiramina, além dos sinais para carbonos monohidrogenados em oc
116,18 (C-5), oc 122,09 (C-6) e oc 111,12 (C-2) do sistema AMX da por¢do coumaroil.
Neste espectro também foi possivel observar um sinal em J¢ 165,92 (C-9) de carbonila
a,B-insaturada de amida e dois sinais em oc 119,53 (C-8) e ¢ 139,56 (C-7) de carbonos

a,B-insaturados. Ja a porcdo tiramina, além de ter sido confirmada pelo sistema
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AA’BB’, também foi ratificada pela presenca dos carbonos metilénicos em dc 34,27 (C-
7’) e oc 41,27 (C-8°).

Mediante as anélises dos dados espectrais de RMN *H e **C, em conjunto com a
andlise de dados da literatura (Tabela 12, P4g. 134), foi possivel inferir que Pg-9 trata-
se da trans-feruloiltiramina, substancia isolada previamente de outras espécies vegetais
(CAVALCANTE, et al., 2010) e citada pela primeira vez na familia cactaceae. A trans-
feruloiltiramina possui acdo contra ervas daninhas, melhora a germinacédo de sementes
(CAVALCANTE, et al., 2010) e também possui atividade anti-inflamatoria por inibigdo
da enzima COX (PARK et al., 2009).
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Tabela 12- Dados espectrais comparativos de RMN *H e *C de Pg-9 (8, DMSO-dg, 400 e 100 MHz) com 0
modelo Mo-8 (8, CDCl3, 200 e 50 MHz) (CAVALCANTE et al., 2010) e Mo-8.1 (6, DMSO-dg, 400 e 100 MHz,
MACIEL et al, 2016).

Pg-8 = Mo-8.1
Pg-9 Mo-9 (Cavalcante et al, 2016) (Maciel et al, 2016)
C oC oH oC oH oC oH
1 126,93 - 126,82 - 126,62 -
2 111,12 7,11 (1H,sL) 109,70 6,9 (1H,brs) 110,90 7,1 (sL)
3 148,37 - 147,69 - 148,03 -
4 148,75 - 147,20 - 148,46 -
5 116,18 6,78 (1H,d,J=8,0Hz) 114,91 6,74(1Hd,J=8,4Hz) 115,83 6,79 (d,J=8,0Hz)
6 122,09 6,98 (1H,dJ=8.0Hz) 121,89 6,93 (1H,brd, J=84Hz) 121,82 6,98 (d,J=8.0 Hz)
7 139,56  7,30(1H,d,J=16,0Hz) 140,89 7,37 (1Hd,J=15,8Hz) 139,46 7,31 (d,J=16,0Hz)
8 119,53 6,43 (1H,d,J=16,0 Hz) 117,47 6,16 (1H,d,J=15,8 Hz) 119,01 6,52 (d,J=16,0 Hz)
9 165,92 - 167,04 - 165,87 -
1’ 128,19 - 129,68 - 130,78 -
2°/6’ 130,02 7,00 (2H,d,J=8,0 Hz) 129,53 6,96 (2H,d,J=8,4Hz) 128,07 7,11 (d,J=8,0 Hz)
3°/5° 11567 6,68(2H,dJ=80Hz) 11517 6,68 (2H,d,J=8,4Hz) 115,34 6,75 (d,J=8,0 Hz)
4 156,18 - 155,17 - 157,08 -
7 3427 2,64 (2H,t, J=4,0Hz) 34,41 2,67 (1H,t,J=6,90Hz) 79,64 4,27 (t, J=4,0Hz)
8 41,27 3,33 (m) 40,89 3,46 (1H.t, J=6,90Hz) 45,61 3,33-3,25 (m)
1” - - - - 63,51 3,27 (9,J=6,0Hz)
2% - - - 15,42 1,07(t, J=6,9 Hz)
397 - - - - -
OMe-3 56,07 3,79 (s) 55,56 3,79 () 55,56 3,79 (s)
NH 8,0 (t, J=4 Hz) - - - 8,0 (t, J=4 Hz)
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Figura 50- Espectro de RMN *H (8, DMSO-d6, 400 MHz) de Pg-9
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Figura 51- Expansdo do espectro de RMN *H (5, DMSO-d6, 400 MHz) de Pg-9
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Figura 53- Espectro de RMN *3C, BB (5, DMSO- d6, 100 MHz) de Pg-9
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4.2 Desenvolvimento e validacdo da metodologia analitica

4.2.1 Desenvolvimento do método analitico para quantificacédo do g-sitosterol

O perfil cromatogréafico obtido, utilizando como fase mével metanol 100% foi
melhor, quando comparado com a fase mdvel proposta inicialmente, MeOH:H,0 (95:5
v/v). Para esta fase, o tempo de retencdo do p-sitosterol foi de 9,6 minutos, enquanto
que utilizando 100% de MeOH, o tempo de retencdo foi reduzido para 8,1 minutos, sem
perda de resolucdo do pico (Figura 54, P4g.139).

Para o ajuste dos parametros do detector de ELSD, levou-se em consideracdo a
composicdo de fase movel e da amostra. Para a analise ocorrer € necessario o
aquecimento da fase moével no tubo onde ocorre nebulizacdo e posterior evaporacdo do
solvente. A temperatura do tubo foi escolhida com cautela, pois temperaturas baixas
podem levar a formacdo de particulas maiores e mais uniformes, porém pode ocorrer
evaporacdo incompleta da fase movel levando a formacgéo de ruido no cromatograma
(GONGCALEZ et al., 2011; URANO et al., 2012). Por outro lado, temperaturas muito
elevadas podem degradar a amostra além de diminuir a sensibilidade do detector por
sublimar o analito. Quando ocorre a evaporacdo do solvente, o analito é transportado
pelo gas até a cela Optica para posterior deteccdo da amostra (GONCALEZ et. al., 2011;
URANO et al., 2012). Apos alguns testes verificou-se que a temperatura do drift tube se
mostrou ideal a 70 °C e o fluxo do gas N 2 mL/min, gerando cromatogramas de boa

resolucéo e detecgéo.

4.2.2 Seletividade

As analises dos cromatogramas do padrdo e amostra revelaram que ndo ha
interferentes no mesmo tempo de retencdo do analito. A utilizagdo de diferentes fases
moveis também confirma a auséncia de interferentes. A presenca do estigmasterol, que
apresenta estrutura semelhante ao f-sitosterol, apresentou um tempo de retencéo distinto
(7,5 min), mostrando que o método é seletivo para esses compostos (Figura 55,
Pag.139).
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Figura 54. Cromatogramas do padrdo g-sitosterol e desenvolvimento da metodologia

analitica para o extrato dos cladodios de P. gounellei.
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a. Padrdo g-sitosterol submetido a cromatografia com MeOH (100%); b. Desenvolvimento do método
utilizando MeOH (100%) com amostra —Extrato dos cladodios de P. gounellei; c. Desenvolvimento do

método utilizando MeOH:H,0 (95:5 v/v) com amostra —Extrato dos cladddios de P. gounellei.

Figura 55. Cromatogramas que demonstram a seletividade do método para a analise do

padrdo S-sitosterol.
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a. Solucdo diluente (MeOH) b. Mistura dos padrdes de Estigmasterol glicosilado (1), S- sitosterol

glicosilado (2) estigmasterol (3) e - sitosterol (4) c. Amostra —Extrato dos cladddios de P. gounellei.
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4.2.3 Linearidade e limites de deteccdo e quantificacéo

A curva de calibracdo do metodo foi obtida atraves de analises em triplicata de

solugdes do padrdo do p-sitosterol com concentragdes entre 15,6 — 125,0 pg/mL. Os

dados caracteristicos do parametro linearidade, bem como os limites de detecgdo e

quantificacdo calculados, encontram-se na Tabela 13 (Pag.140).

A equacdo da regressao linear (y= 77037,259x — 1139407,284) e o coeficiente

de correlacéo (r?) de 0,994 demonstrou uma boa relacéo linear, em que as reas obtidas

sdo diretamente proporcionais as concentragdes do g-sitosterol (Figura 56, Pag 140).

Figura 56. Curva de calibracdo do padrdo p-sitosterol utilizada no ensaio de

linearidade.
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Tabela 13. Dados do parametro linearidade para padréo S-sitosterol.

Coeficiente de Equacéo da curva de Limite de Limite de
Padrao regressao linear calibracao Deteccédo Quantificacao
(r’) y=ax+b (g/mL) (g/mL)
p-sitosterol 0,994 y = 77037,259x — 1139407,284 0,135 0,406
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4.2.4 Precisao

A precisdo intra-dia (repetibilidade) avaliou a concordancia dos resultados em
um curto periodo de tempo por um mesmo analista, enquanto a precisdo intermediaria
(inter-dia) avaliou a proximidade dos resultados obtidos em dias diferentes com analista
diferente. A precisdo trata-se de um pardmetro que é avaliado através da determinagéo
do desvio padrdo relativo (DPR) das analises (BRASIL, 2003; ICH, 2005). A precisdo
intra-dia apresentou valores de DPR entre 0,82 - 4,46% enquanto a precisao
intermediaria apresentou DPR entre 1,74 - 2,48% (Tabela 14, P4g. 141). Assim o
método foi considerado preciso, uma vez que os valores de DPR encontram-se dentro

do limite especificado, ou seja, inferior a 5%.

Tabela 14. Dados da Preciséo intra-dia e inter-dia do f-sitosterol presente no extrato
dos cladddios de P. gounellei.

Preciséo intra-dia (n=3) Preciséo inter-dia (n=3)

Concentracéao

Concnetragéo :
experimental

Concentracdo  Concentragéo

tedrica do . tedricado  experimental do
EECPg do g-sitosterol DPR % EECPg EECPg DPR %
(mg/mL) do EECPg (mg/mL) (ng/mL)
(ng/mL)
0,80 0,323 4,46 0,80 0,324 1,74
10,00 0,361 0,49 10,00 0,402 2,48
12,00 0,457 0,82 12,00 0,459 2,28

4.2 .5 Exatidao

Extratos vegetais sdo considerados matérias-primas complexas por possuirem
diversos constituintes quimicos diferentes em sua matriz. Desta forma, uma das
maneiras de avaliar a exatiddo do método é através da aplicacdo da metodologia
analitica proposta, na analise da substancia padrdo de referéncia (BRASIL, 2003; ICH,
2005; TELES, 2015). A exatiddo do método foi calculada a partir da injecdo de solugdes
de trés concentracOes diferentes do padrdo g-sitosterol (0,23; 0,31e 0,63ug/mL), sendo
sua concentracdo experimental calculada pela equacdo da reta, obtida pela curva de
calibracdo (TELES, 2015). A recuperacdo do analito ficou entre 97,14- 101,37 %

(Tabela 15, Pag. 142), que encontra-se dentro dos parametros preconizados pela RE
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899, cujo variacdo permitida é de 15% para os valores nominais de concentracdo
(BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Tabela 15. Dados da exatiddo do p-sitosterol presente no extrato dos cladddios de P.

gounellei.
Exatiddo (n=3)
Concentracéo Concentracéo
Padréo tedrica do - experimental do -  Recuperacéo (%)
sitosterol (ung/mL) sitosterol (ng/mL)
0,234 0,229 97,14
p-sitosterol 0,312 0,304 98,26
0,625 0,626 101,37

4.4.6 Robustez

O método mostrou-se robusto as mudancas de temperatura e troca de coluna
cromatogréafica, ndo comprometendo a analise do S-sitosterol. No entanto, 0 método ndo
foi robusto para as alteragdes de fluxo da fase movel, diminuindo a resolucdo do pico do
analito.

O meétodo analitico desenvolvido encontra-se validado, mostrando-se seguro,
pratico e rapido, podendo ser aplicado na andlise do p-sitosterol em extrato etandlico
dos cladddios de P. gounellei. A amostra analisada (EECPg) apresentou 0,38 * 0,023
mg de g-sitosterol por grama de extrato. Este resultado esta sendo descrito pela primeira
vez na literatura, contribuindo para o controle de qualidade dessa materia-prima vegetal,

utilizando o g-sitosterol como marcador quimico.
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4.3 Avaliacéo da atividade antioxidante

4.3.1 Teor de Fenélicos, flavonas e flavonois totais e atividade antioxidante

dos extratos e fracdo metandlica de P. gounellei

O valor de fenolicos, flavonas e flavonois totais e atividade antioxidante (DPPH
e ABTS) dos extratos etandlicos dos cladddios, raizes, flores e frutos e fracéo
metandlica (Xad-2) estdo descritos na Tabela 16 (Pag. 145).

O ensaio antioxidante ABTS mostrou que o extrato dos frutos possui a maior
atividade antioxidante, (CEso= 10,4 £ 0,24) , enquanto o extrato das flores, apresentou a
menor atividade (CEsp = 76,9 + 0,61) quando comparados ao controle e demais
amostras. O extrato dos cladédios evidenciou uma atividade ligeiramente mais elevada
(CEsp = 62,4 = 0,44) que o extrato das flores. A atividade sequestradora de radicais
livres do extrato das raizes mostrou uma atividade (CEso = 41,6 = 1,06) similar a fracdo
metandlica (Xad-2) dos cladodoios. Desta forma, pode-se classificar a atividade
antioxidante dos extratos e fragdo metandlica da seguinte forma: Pg frutos > fracdo
MeOH = Pg raizes > Pg cladédios > Pg flores (Tabela 16, Pag. 145).

O ensaio de atividade antioxidante com DPPH, mostrou que o extrato dos frutos
possui a melhor atividade antioxidante (CEsy = 11,3 £ 0,12), seguido do extrato das
raizes (CEso = 102,1 + 1,49). A fracdo metanolica (CEso = 130,1 + 3,02) apresentou
atividade semelhante ao extrato dos cladodios (CEsp = 136,0 + 3,48) e menor do que a
atividade do extrato das flores (CEsp = 194,3 £+ 2,33) (Tabela 16, Pag. 141).

Uma correlacdo foi demonstrada entre a atividade antioxidante e o teor de
fendlicos nas amostras analisadas. O extrato dos frutos apresentou uma maior
quantidade de compostos fendlicos (127,9 £ 1,67 mg EAG / g) e também a maior
atividade antioxidante nos teste de DPPH (CEsp = 11,3 £ 0,12) e ABTS (CE5o = 10,4 £
0,24). O extrato das flores evidenciou menor atividade antioxidante nos ensaios de
DPPH (CEsp=194,3 + 2,33) e ABTS (CE = 76,9 £ 0,61) e também um menor conteido
de fendlicos totais (43,5 = 2,16 mg GAE / g) (Tabela 16, P4g.145). Analisando as
demais amostras, ndo foi possivel observar essa mesma correlacdo entre o teor de
fendlicos e os ensaios DPPH e ABTS.

Entre todas as amostras testadas, apenas o extrato dos frutos demonstrou

atividade antioxidante suficientemente forte para ser um candidato promissor a um
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produto nutracéutico. De acordo com o indice de atividade antioxidante (IAA) (Tabela
17, PA&g. 145), todos os extratos e a fracdo metandlica de P. gounellei mostrou um
indice inferior a 0,5, apresentando assim probre atividade antioxidante. Em
contrapartida, o extrato dos frutos apresentou um valor de AAI de 2,01, o que €
considerado como muito forte e desta forma, possuidor de excelente atividade
antioxidante.

Muitos estudos tém relatado a relagéo entre os de resultados do ensaio de teor de
fendlicos totais e atividade anti-oxidante; nosso estudo confirma estas conclusdes. As
correlagBes entre o conteddo fendlico total e as atividades anti-radicais de DPPH (1 /
ECso), € a atividade anti-radicalar de ABTS ** (1 / ECs) estdo apresentadas na Figura
57 (Pag. 146). Os coeficientes de correlacdo de Pearson (r) foram aproximadamente
0,943 para o ensaio DPPH e 0,944 para o ensaio ABTS. Este resultado sugere que 94%
da capacidade antioxidante dos extratos e fracdo metandlica de P. gounellei é devida a
contribuicdo de compostos fendlicos. E interessante notar que ndo houve correlacéo
inversa entre o conteddo fenolico total e a atividade antioxidante por DPPH e ABTS
com o método de flavonas e flavonois totais, pelo menos quando comparado com o
extrato de maior atividade antioxidante, extrato dos frutos. Portanto, é possivel que a
atividade antioxidante seja atribuida a outros compostos fendlicos que ndo apenas
flavonois e ou flavonas (MACIEL et al., 2016).
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Tabela 16 - Teor de fendlicos, flavonas e flavonois totais e atividade sequestradora de
radiacis livres DPPH e ABTS

Teor de Teor de Elavonas Atividade sequestradora de
fendlicos . X radicais livres (CExs)
) e flavonois totais =
Amostras totais ABTS
(mg EAG/g + (mg EQ/g + DPPH (ng/mL +
- +
EPM) ® SEM) (ng/mL+SEM) SEM)
Pg Cladédios 45,1 +2,50 12,625 + 1,08 136,0 + 3,48 62,4 +£0,44
Pg Fr. metandlica 59,0 £2,39 13,667 + 0,833 130,1 + 3,02 40,9 £ 0,69
Pg Raizes 61,1 +1,03 4,920 + 0,550 102,1 +1,49 416 +1,06
Pg Flores 435+2,16 8,460 + 0,550 194,3 +2,33 76,9 £0,61
Pg Frutos 127,9 £1,67 2,417+0,417 11,3+0,12 10,4 £0,24
Ac. ascorbico - - 3,6+0,6 -
Trolox - - - 5,0+0,25

Onde: todos os valores sdo + E.P.M (n = 3); EQ = Equivalente de quercetina por grama de amostra; °

EAG = Equivalente de acido galico por grama de amostra; ¢ valor definidos como a concentragio de

amostra que sequestra 50% do ion DPPH ou ABTS"". .

Tabela 17 — indice de atividade antioxidante (IAA) dos extratos e fragdo metandlica de

P. gounellei
Amostra 1AA% Atividade antioxidante
Cladddios >0,5 Pobre
Raiz >0,5 Pobre
Flores >0,5 Pobre
Fr. MeOH >0,5 Pobre
Frutos 2,01 Muito forte
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Figura 57- Gréafico de correlacdo entre teor de fendlicos totais e a atividade

anti-oxidante DPPH e ABTS " dos extratos e fracido metandlica de P. gounellei

-~ ABTS (r = 0,944; p=0,015)

0.121 DPPH (r = 0,943; p=0,004)
0.10+

0.08+
0.06+

1/ECsp

0.04+
0.02+4

0.00-

50 75 100 125 150
Total Phenolics (mg GAE/Q)

146



4.4 Avaliacéo da atividade antimicrobiana

4.4.1 Avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana dos extratos etanolicos e

fracdo metanolica (Xad-2) de P. gounellei.

A analise preliminar da atividade antimicrobiana dos extratos dos cladddios,
raizes, flores, frutos e fracdo metanolica (Xad-2) de P. gounellei foi realizada atraves de
uma triagem com as cepas: Staphylococcus aures, Pseudomonas auruginosa, Candida
albicans e Escherichia coli.

Nascimento e colaboradores (2011), relata que P. gounellei possui frutos com
pH inferior a 4,5 o0 que os classificam como frutos &cidos, esta caracteristica seria
responsavel por tornar os frutos menos susceptiveis ao desenvolvimento microbiano. No
entanto, apds a realizacdo dos testes microbioldgicos, pela técnica de microdiluicdo em
placa de 96 pocos, foi possivel observar crescimento microbiano das cepas S. mutans, S.
aures, P. auruginosa, e C. albicans em todas as amostras analisadas.

Os extratos dos cladodios, raizes e flores apresentaram atividade antimicrobiana
frente a E. coli com uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de 400 pug/mL (Tabela
17, Pag. 148). Este resultado foi também descrito em outras espécies da familia
Cactaceae, tais como: Opuntia ficus-indica, Nopalea cochenillifera e Cereus jamacaru
(KIM, 2012; DAVET, 2008; NECCHI, 2012). A E. coli trata-se de uma bactéria gram-
negativa presente na microbiota intestinal e é predominantemente responsavel por
infeccBes urinarias sintométicas agudas (DALBOSCO, 2003), estas infecgdes sao
caracterizadas pela invasdo e multiplicacdo desta bactéria, da uretra até os rins
(THOMPSON, 2003).

A medicina popular relata que o macerado das raizes de P. gounellei € utilizado
para combater infec¢bes do trato urindrio (ROQUE et al., 2010), o que pode ser
ratificado mediante a andlise dos resultados encontrados com a avaliacdo da atividade

antimicrobiana preliminar das amostras testadas.
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Tabela 18: Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da atividade antimicrobiana

preliminar dos extratos e fracdo metanolica (Xad-2) de P.gounellei .

EEB-

Micro-organismo Cladodios

EEB
Fracao
Metandlica

EEB EEB
Raiz Flor

EEB
Fruto

Streptococcus mutans
ATCC 25175
Staphylococcus aureus
ATCC 15656
Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853
Escherichia coli

ATCC 25922

Candida albicans

ATCC 1106

400 pg/mL

400 pg/mL 400 pg/mL
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V-CONCLUSOES



5- CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de P. gounellei levou ao isolamento de nove substancias,
sendo: trés esteroides (- sitosterol, a mistura do f- sitosterol com o estigmasterol e a
mistura do p- sitosterol e estigmasterol glicosilados); trés flavonoides (pinostrobina,
quercetina e canferol); um composto porfirinico (feofitina a), além de duas alcamidas, a
trans-feruloiltiramina e a 7’- etoxy trans- feruloil tiramina (Marianneina), descrita pela
primeira vez na literatura.

A avalicdo dos teores dos compostos fendélicos forneceu informacgdes quanto aos
conteidos totais de compostos fendlicos, flavonas e flavonois totais, presentes nos
extratos e fragdo metanolica (Xad-2) P. gounellei. A avaliacdo da atividade antioxidante
revelou que os frutos possui 0 maior potencial antioxidante, quando comparado as
demais amostras, sendo desta forma, uma Otima opcdo para um futuro produto
nutracéutico.

O ensaio antimicrobiano revelou que os extratos das raizes, cladodios e flores,
apresentaram uma discreta atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli, com
Concentracdo inibitéria Minima (CIM) de 400pug/mL.

Em relacdo ao desenvolvimento e validagdo da metodologia para a analise e
quantificacdo do pg-sitosterol no EEB dos cladodios de P. gounellei, o método se
mostrou validado por atender todos os pré-requisitos da RE 899 (2003), ou seja, 0
método apresentou linearidade, precisdo e exatiddo, dentro do preconizado e também se
mostrou robusto a possiveis pequenas alteracées no método.

A partir do método validado foi possivel verificar a presencga de 0,38 + 0,023 mg
de p-sitosterol por grama de extrato dos cladddios. Este resultado estd sendo descrito
pela primeira vez na literatura, contribuindo desta forma, para o controle de qualidade
da espeécie P. gounellei.

Uma parcela dos resultados obtidos com este trabalho foi passada para a
populacdo, que ndo tem acesso aos conhecimentos cientificos, através da elaboracéo e
distribuicdo de uma cartilha “Plantas medicinais: seus riscos ¢ beneficios” ¢ também

através de ministracdes de palestras acerca de fitoterapia e plantas medicinais.
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