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RESUMO

BRITO FILHO, Severino G. de. ESTUDO FITOQUIMICO E ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA DE Pilosocereus pachycladus F. RITTER (CACTACEAE). 2015.
Tese de doutorado. P6s-Graduacdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, UFPB. Jodo

Pessoa.

O género Pilosocereus pertencente a familia Cactaceae se destaca por possuir 0 maior
nimero de espécies, com 35 exemplares distribuidos desde o0 México até o Paraguai, sendo o
Brasil o pais com o maior nimero de espécies distribuidas em diferentes ambientes, incluindo
caatingas, restingas e campos rupestres. A espécie Pilosocereus pachycladus F. RITTER,
conhecido como "Facheiro", é utilizada pela medicina popular contra inflamag&o prostatica. O
estudo fitoquimico pioneiro desta espécie levou ao isolamento e identificacdo de doze
substancias sendo elas: um alcool (decanol), dois acidos graxos (&cido palmitico e Pp-8b),
duas substancias porfirinicas (feofitina a e feofitina a hidroxilada), cinco esteroides (-
sitosterol, stigmasterol, ergosterol, p-sitosterol glicosilado, stigmasterol glicosilado), um
aldeido fendlico (Siringaldeido) e um é&cido fendlico (acido p-hidroxifenilacético); duas
sustancias sdo inéditas na familia Cactaceae e nove inéditas no género Pilosocereus. Uma
avaliacdo microbioldgica da espécie P. pachycladus frente a cepas de bactérias e fungos néo
revelou atividade antimicrobiana direta porém um estudo complementar frente a inibicdo da
bomba de efluxo revelou que esta espécie podera atuar como uma fonte de produtos naturais
gue modulam a resisténcia bacteriana a maltiplas drogas e a substancia identificada como
Siringaldeido (Pp-6) atuou como molécula promissora para potencializar a atividade

antibiotica frente a bomba de efluxo.

PALAVRAS-CHAVE: Cactaceae, Pilosocereus pachycladus, Estudo fitoquimico, Atividade

antimicrobiana, Bomba de efluxo.



ABSTRACT

BRITO FILHO, Severino G. de. PHYTOCHEMICAL STUDY AND ANTIMICROBIAL
ACTIVITY FROM Pilosocereus pachycladus F. RITTER (CACTACEAE). 2015. Thesis.

Graduate Bioactive Natural Products and Synthetic, UFPB. Jodo Pessoa.

The Genus Pilosocereus belonging to the Cactaceae family stands out for having the
highest number of species, being 35 species distributed from Mexico to Paraguay, being
Brazil the country with the greatest number of species distributed among different
environments, including caatingas, salt marshes and rocky fields. The species Pilosocereus
pachycladus F.RITTER, popularly known as "Facheiro” is used in folk medicine against
prostate inflammation. The pioneer phytochemical study of this specie led to the isolation and
identification of twelve substances which are: an alcohol (decanol), two fatty acids (palmitic
acid and Pp-8b), two porphyrinic substances (Phaeophytin a and Phaeophytin a
hydroxylated), five steroids (8 -sitosterol, stigmasterol, ergosterol, glycosylated p-sitosterol
and glycosylated stigmasterol), a phenolic aldehyde (syringaldehyde) and a phenolic acid (p-
hydroxyphenylacetic acid); two substances are unprecedented in Cactaceae family and nine
new in Pilosocereus genre. An microbiological assessment of specie Pilosocereus
pachycladus against strains of bacteria and fungi showed no antimicrobial activity directly but
a complementary study for inhibition of efflux pump found that this specie may act as a
source of natural products that modulate multidrug resistance in bacteria and substance
identified as syringaldehyde (Pp-6) can served as a promising molecule to enhance the

antibiotic activity against the efflux pump.

KEYWORDS: Cactaceae, Pilosocereus pachycladus, phytochemical study, antimicrobial
activity, Efflux Pump.
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1. INTRODUCAO

O uso de espécies vegetais, com fins de tratamento e cura de doengas e sintomas,
remonta ao inicio da civilizacdo, desde o momento em que o homem despertou para a
consciéncia da importancia dos recursos naturais para seu proprio beneficio (STASI, 1995).
Ao longo do processo evolutivo, o homem aprendeu a selecionar plantas para a sua
alimentacéo e alivio dos seus males e doencas. Como resultado desse processo muitos povos
passaram a dominar o conhecimento do uso de plantas e ervas medicinais (FERREIRA et al.,
2010). Nesse contexto, desde os primordios das civilizacdes, as plantas tém sido utilizadas
pelo homem, como fonte de alimento e de tratamento de doencas, devido & sua abundéncia na
natureza e facilidade de obtencdo. O emprego das plantas no controle de diversas doengas e
pragas talvez seja tdo antigo quanto o proprio aparecimento da humanidade (BALESTRIN,
2006).

Nas referéncias histéricas sobre plantas medicinais, podemos verificar que existe
relatos de seu uso em praticamente todas as antigas civilizacGes. A primeira referéncia escrita
sobre 0 uso de plantas como remédios é encontrada na obra chinesa Pen Ts’ao, de Shen Nung,
que remonta a 2800 a.C (TOMAZZONI et al., 2006).

Relatos demonstram que, desde 2300 a.C., 0s egipcios, assirios e hebreus cultivavam
diversas ervas e traziam de suas expedicOes tantas outras, e com estas plantas criavam classes
de medicamentos. No Papiro Ebers, que data de cerca de 1500 a.C., foram mencionadas cerca
de 700 drogas diferentes, incluindo extratos de plantas, metais como chumbo e cobre, e
venenos de animais de vérias procedéncias. Na antiga Grécia, as plantas e o seu valor
terapéutico ou tdxico eram muito conhecidos, onde Hipocrates (460-377 a.C.), denominado o
“Pai da Medicina”, em sua obra Corpus Hipocratium relatou que para cada enfermidade
existia um remédio vegetal e um tratamento adequado (ALMEIDA, 1993; MARTINS, 2000).

Grande parte dos medicamentos encontrados no mercado é derivada direta ou
indiretamente de vegetais, microorganismos, organismos marinhos, e também dos vertebrados
e invertebrados terrestres. Dentre os medicamentos disponibilizados no mercado entre 1981 e
2002, observa-se que 28 % possuem principios ativos isolados de produtos naturais ou semi-
sintéticos, ao passo que 24 % sdo sintéticos com grupos farmacoforicos baseados em
estruturas de produtos naturais. Portanto, mais da metade dos novos medicamentos langados
no referido periodo sdo derivados de produtos naturais, 0 que mostra a importancia dessa

fonte nos estudos de desenvolvimento de novos medicamentos (BRANDAO et al., 2010).
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O Brasil com sua flora diversificada apresenta uma vegetacdo com diferentes
caracteristicas e possui cerca de 100.000 espécies vegetais catalogadas, todavia somente 8 %
foram estudadas quanto a sua quimica, e estima-se que apenas 1.100 espécies tenham sido
avaliadas quanto as suas propriedades terapéuticas e/ou toxicas (VARANDA, 2006). Apesar
de cerca de 25 % dos oito bilhdes de faturamento da indUstria farmacéutica nacional serem
originados de medicamentos derivados de plantas, o pais gasta em torno de trés bilhGes de
ddlares por ano na importacdo de matérias—primas para produzir medicamentos. O panorama
mostra que 84 % dos farmacos consumidos no Brasil sdo importados e que 78 a 80 % da sua
producdo sdo desenvolvidos por empresas multinacionais, indice que justifica a busca de
novos agentes terapéuticos com estruturas ativas ou com atividades complementares as drogas
ja existentes (MIGUEL & MIGUEL, 1999).

O avanco ocorrido na area cientifica permitiu o desenvolvimento de fitoterapicos
confidveis e seguros, embora ainda faltem estudos cientificos que comprovem a utilizacdo
segura e eficaz de varias plantas (VIEIRA et al., 2010). Os principais passos para a utilizacao
de um composto bioativo a partir de recursos vegetais sdo: a extracdo, a triagem
farmacoldgica, o isolamento e caracterizacdo de compostos bioativos, a avaliacéo
toxicologica e a avaliacdo clinica, sendo esta essencial para garantir a eficAcia de um
composto bioativo, podendo fornecer também, sua farmacocinética, biodisponibilidade,
seguranca e interacbes medicamentosas (SASIDHARAN et al., 2011).

Desde a origem dos antibidticos na década de 1950, o numero de agentes
antimicrobianos derivados de plantas tem sido insuficiente. A utilizacdo de extratos vegetais,
bem como outras formas alternativas de tratamento médico, vem demonstrando grande
popularidade desde a década de 1990. As razdes para esse renascimento incluem diminuicdo
de novas substancias antimicrobianas sintéticas, além de muitas serem potencialmente toxicas
e apresentarem efeitos colaterais no paciente (MAREGESI et al., 2008; SILVA Jr. et al.,
2009).

Os microrganismos tém a capacidade de adaptar-se a pressdes ambientais através de
uma variedade de mecanismos eficazes, e sua resposta a pressdo dos antibidticos ndo € uma
excecdo. Uma consequéncia inevitavel do uso de agentes antimicrobianos é a selecdo de
microrganismos resistentes. A prescricdo excessiva e 0 uso inapropriado de antibioticos
propiciaram um aumento significativo na prevaléncia de patogenos resistentes a multiplos
farmacos, levando alguns estudiosos a especular que estamos proximos do fim da era
antibidtica. Lamentavelmente, a medida que cresceram as necessidades de farmacos nesses

ultimos anos, o desenvolvimento de novas drogas diminuiu (KATZUNG, 2007).
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Foi seguindo essa inspiracdo que desde 1978, o extinto Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica (LTF) “Prof. Delby Fernandes de Medeiros” da Universidade Federal da
Paraiba (UFPB) e o atual Programa de Pds-Graduacdo em Produtos Naturais Sintéticos
Bioativos realiza estudos quimicos e farmacoldgicos de espécies da flora brasileira visando o
conhecimento cientifico das mesmas. Vislumbrando contribuir com esta area, alicercamos
nosso trabalho no estudo fitoquimico com atividade antimicrobina de uma espécie da familia
Cactaceae: Pilosocereus pachycladus F. RITTER, visto que se trata de uma pesquisa pioneira

no que tange a relatos quimicos e/ou farmacologicos referentes a esta espécie.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho consiste em contribuir para o conhecimento

quimiotaxonémico e microbiologico da familia Cactaceae.

2.2 Objetivos Especificos

> Definir o perfil fitoquimico da espécie Pilosocereus pachycladus F. RITTER e

> Realizar a avaliacdo da atividade antimicrobiana de uma planta tipica da regido do
semi-arido.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Aspectos Etnobotanicos e Etnofarmacoldgicos de Cactaceas

A familia Cactaceae, dicotiled6neas, é composta por cerca de 108 géneros e 1306
espécies, (ROCHA & AGRA, 2002). Suas plantas sdo suculentas, com ampla distribuicdo em
regibes aridas e semiaridas do mundo (Figura 1. p. 29) (SAWAYA & KHAN, 1982;
BARBERA, 2001; GREGORY et al., 1993; REBMAN & PINKAVA, 2001). Sdo espécies
geralmente xerofiticas, afilas, apresentam caules e ramos suculentos, espinhosos, com flores
solitérias e vistosas. (ROCHA & AGRA, 2002).

As cactaceas apresentam particularidades ecofisiologicas muito especiais, com ampla
variacdo anatémica e capacidade fisiologica de conservar agua, garantindo a sua adaptacédo a
ambientes quentes ou &ridos. O seu caule é modificado, expandido em estruturas suculentas
verdes, denominadas cladddios, onde se localizam as clorofilas. Suas folhas séo
transformadas em espinhos, enquanto as raizes sdo finas e dispostas horizontalmente na
camada superficial do solo, formando uma verdadeira esponja com até 30-40 cm de
profundidade e se estendendo por alguns metros em torno do tronco; em geral, as raizes
compdem apenas uma pequena percentagem da fitomassa total das plantas (NOBEL, 1988).

Figura 1: Distribuicdo geogréafica da familia Cactaceae.
Disponivel em: http://www.mobot.org/mobot/research/apweb. Acessado em: 09/06/2014.



http://www.mobot.org/mobot/research/apweb.%20Acessado
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Os frutos das espécies da familia Cactaceae sdo brancos, amarelos ou rosaceos e
podem ser deiscentes ou indeiscentes, do tipo baga ou capsula carnosa, e no seu interior existe
uma polpa gelatinosa onde estdo contidas até trés mil sementes de cor escura. As sementes, na
grande maioria, sdo amarelas, vermelhas, castanhas, pretas ou aparentando esbranquicadas,
raramente globosa ou pubescente, reniforme, piriformes, obovoide, lenticular, ou
semicirculares com 0,4-12 mm de didmetro, tegumento brilhante ou fosco, raramente com
apéndices (BARBOSA & ANDRADE, 2011).

Suas flores surgem das auréolas e geralmente sdo androginas, regulares ou
irregulares, solitarias ou agrupadas em inflorescéncias. S&o vistosas formadas por inimeros
segmentos, sendo os mais externos sdo verdes e calicinos e 0s mais internos coloridos e
petaloides, soldados em maior ou menor extensdo na base. O androceu € constituido por
diversos estames com filetes liliformes as vezes fasciculados, inseridos na parte interna do
receptaculo e com anteras biloculares, globosas e muito pequenas. O gineceu é constituido por
ovario infero, unilocular, formado por vérios carpelos, pluriovulado, que se apresentam
dispostos em placentacédo pariental (BARBOSA & ANDRADE, 2011).

O Brasil é considerado o terceiro maior centro de diversidade desta familia (ABUD et
al., 2010), possuindo 37 géneros e cerca de 233 espécies, dos quais 14 géneros e 144 espécies
sdo endémicas. Estas espécies estdo distribuidas por todo o territério brasileiro (ZAPPI et al.,
2010). Na Caatinga brasileira foram registradas 58 espécies sendo 42 delas endémicas
(QUEIROZ et al., 2006). Dentre as espécies que ocorrem no semiarido brasileiro, destacam-se
as comumente denominadas de mandacaru (Cereus jamacaru P.DC.), facheiro (Pilosocereus
pachycladus Ritter), xique-xique (Pilosocereus gounellei K. Schum) e coroa-de-frade
(Melocactus bahiensis Britton & Rose), e dependendo da regido sdo detectadas variagdes
morfologicas e de porte (AGRA, 1996; TAYLOR & ZAPPI, 2004).

Na sua utilizacdo como forrageiras, as cactaceas atuam como suplemento de fontes de
alimentos para rebanhos de bovinos, caprinos e ovinos. Na caatinga esta ocorrendo dizimacao
dessas cactaceas, com riscos a extingdo em alguns locais, uma vez que ndo estd havendo
plantios dessas espécies (CAVALCANTI, 2007).

As cactaceas sdo vegetais amplamente utilizados na medicina tradicional por
curandeiros e tribos indigenas no México, como: analgésicos, antibidticos, diuréeticos; para
tratar problemas intestinais, tosses, afec¢Oes cardiacas e nervosas; curar alguns tipos de
Ulceras e para tentar o controle de diabetes e colesterol (ANDRADE et al., 2006).

Andrade e colaboradores (2006), em pesquisa realizada no interior da Babhia,

constatou a grande importancia de espécies desta familia para as populagdes locais e
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identificaram seis espécies utilizadas para tratar problemas de sadde: Cereus jamacaru DC
(mandacaru-de-boi), Opuntia ficus-indica (L.) Miller (palma-de-gado), Pilosocereus gounellei
(Weber) Byles & Rowley (xique-xique), Opuntia palmadora Britton & Rose (palmatoria),
Harrisia adscendens (Guerke) Britton & Rose (rabo-de-raposa) e Melocactus zehntneri
(Britton & Rose) (cabeca-de-frade).

Ensaios farmacoldgicos realizados por Tourinho (2000) confirmaram ser o
mandacaru eficaz para tratar problemas nos rins e a forma de utilizacdo é o cha da entrecasca
da planta (ANDRADE et al., 2006).

Para Andrade et al. (2006), é estranho o fato da Farmacopeia Brasileira (1988) nédo
incluir cactaceas nos fitoterapicos. Por outro lado, encontra-se a venda em farmacias comuns,
dois fitoterapicos, o Elixir Sanativo e a Tintura de Cactus. O Elixir, segundo o laboratério que
o fabrica (Laperli) é composto pelo mandacaru (Cereus hildmannianus), o angico (Piptadenia
colubrina Benth), a aroeira (Schinus terebenthifolius Raddi) e o camapu (Physalis angulata
L.)”. O produto ¢ recomendado para o tratamento topico de ferimentos, em geral, cortes,
contus@es, herpes labial e picadas de insetos; gargarejos, contra afec¢fes bucais; banhos de
assento para higiene intima e hemorroidas. Na bula, consta que os resultados medicinais
obtidos séo atribuidos as propriedades farmacoldgicas dos extratos vegetais que compdem a
formulacdo, informando-se que os extratos do Cereus hildmannianus (sic.), apresentariam
propriedades detersivas, Uteis a assepsia das regifes lesadas. O segundo medicamento
fitoterapico, fabricado pelo laboratério Klein, teria em sua composi¢cdo o Cereus brasiliensis,
sem associacdo com outras plantas. Na bula, consta que a Tintura de Cactus é utilizada
tradicionalmente para o tratamento de diversas cardiopatias e de acordo com a Portaria n° 6,
de 31/01/95 do SVS/MS ela encontra-se em estudo para avaliacdo cientifica das indicacGes
terapéuticas e da toxidade.

Um estudo realizado por Vattaa et al. (2011) utilizou trés grupos de ovelhas infectadas
com 4000 larvas de Haemonchus contortus e 6000 de Trichostrongylus colubriformis e
tratou-as com Cereus jamacaru DC fresco, sendo que: um grupo recebeu dose Unica de
32,3g/ovelha, outro dose dupla de 64,6g/ovelha e o terceiro foi considerado grupo controle.
Ao logo dos 49 dias de experimento pdde ser observado que a dose dupla foi eficaz,

reduzindo entre 18-65% do numero de ovos.
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Davet e colaboradores (2009)
testaram a atividade antimicrobiana (CIM)
do extrato bruto do lenho e do cortex de C.
jamacaru frente a colonias de oito
microorganismos patogénicos e verificaram
que o extrato do cortex apresentou atividade
antimicrobiana mais pronunciada que o
extrato do lenho contra os microorganismos
Streptococcus epidermidis, Staphylococcus
aureus, Pseudomonas  aeruginosa e

Escherichia coli.

No Meéxico, as cactaceas sao

Figura 2: Disponivel em:
http://community.fortunecity.ws/greenfield/swallowtail/785/cereus_jamacaru.j

0. Acesasado em: 14/12/2014, amplamente  utilizadas na  medicina

tradicional por curandeiros e tribos

indigenas, com diversos fins: analgésicos, antibioticos, anti-inflamatério e diuréticos. Outras

atividades atribuidas as espécies da familia Cactaceae sdo para tratar problemas intestinais,

tosses, afec¢des cardiacas e nervosas; curar alguns tipos de Glceras e também para o controle
de diabetes e colesterol. (BARBERA et al., 1999).

O extrato aquoso e metanolico das folhas de Pereskia bleo apresentaram atividades
anti-proliferativa e mutagénica contra células de cancer mamario de ratos (4Tl) e, fibroblastos
normais de ratos (NIH/3T3). Um screening realizado com a fracdo acetato de etila mostrou
uma alta atividade citotoxica contra células de carcinoma humano (TAN et al., 2005; ER et
al., 2007; MALEK et al., 2008). O extrato acetato de etila das folhas de Pereskia bleo
apresentou a maior quantidade de componentes fenélicos e também mostrou a maior atividade
antioxidante pelo método do B-caroteno. Todavia quando adotado o método do DPPH, a
fracdo hexanica foi a que mostrou um resultado significante (SIM et al., 2010). Estudos
mostram que P. Bleo pode ser usada como fonte de antioxidantes naturais, como
complemento alimenticio e também em industrias farmacéuticas (HASSANBAGLOU et al.,
2012).

As fases Acetato de Etila e Cloroférmica de Pereskia bleo mostrou que elas possuem
atividade anti-nociceptiva moderada e o estudo realizado com a vitexina, isolada da fase
acetato de etila, revelou que esta substancia ndo atua como antinociceptiva nos modelos
testados (ABDUL-WAHAB et al., 2012).


http://community.fortunecity.ws/greenfield/swallowtail/785/cereus_jamacaru.jpg
http://community.fortunecity.ws/greenfield/swallowtail/785/cereus_jamacaru.jpg
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As folhas e frutos de Pereskia grandifolia Haw sdo comestiveis e utilizados na
culinéria, principalmente na regido do semi-arido brasileiro (TURRA et al., 2007; KAZAMA
etal., 2012).

KAZAMA et al., 2012 observou que o extrato etandlico bruto de Pereskia grandifolia
aumentou significativamente a taxa de excrecdo de agua pelos rins, enquanto a excre¢do de
K™ e CI foi reduzida significativamente no tratamento agudo e prolongado. A administragdo
oral de 30 mg/kg reduziu significativamente os niveis séricos de vasopressina e a pressao
arterial média em ratos normotensos. Todos 0s outros parametros avaliados nao foram
afetados por qualquer tipo de tratamento. Os resultados mostraram que o seu extrato etanélico
bruto pode apresentar a(s) substancias(s) responsavel(eis) pela atividade diurética sem
apresentar sinais de toxicidade, e este efeito pode envolver uma reducdo da liberacdo de
arginina-vasopressina.

Com o objetivo de avaliar o potencial
terapéutico de Pereskia grandifolia foram
realizados vérios estudos. Estes estudos
preliminares do seu extrato alcodlico
mostraram que ela possui em modelos animais
uma significativa a¢do analgésica, um possivel
efeito ansiolitico e um efeito hipnético sedativo
(TURRA et al., 2007).

Um estudo realizado com as folhas da
espécie Pereskia grandifolia Haworth, foi

avaliada quanto as suas propriedades

antioxidantes e susceptibilidade antimicrobiana.

i i0Xi i Figura 3: Disponivel em:
As proprledades antioxidantes foram avaliadas http://es.wikipedia.org/wiki/Pereskia_grandifolia#mediaviewer/File:Per

eskia_bleo BlKakteenT137.jpg. Acessado em: 14/12/2014.

pelo método de inibicdo do radical livre 2,2-
difenil-1-picrilidrazil (DPPHe¢). Os extratos
testados apresentaram propriedades antioxidantes entre 10 e 30% de inibicdo, todavia nao foi
observada atividade antibacteriana frente as cepas testadas (TURRA et al., 2007).

Na medicina popular da Sicilia os cladodios da espécie Opuntia ficus indica Mill (L.).
sdo utilizados para o tratamento da Ulcera gastrica e um estudo realizado com o extrato dos
cladadios liofilizados desta espécie administrado em ratos mostrou seu efeito protetor contra
Ulcera induzida por etanol. Os autores observam que a mucilagem desta planta pode estar
envolvida no efeito observado (GALATI et al., 2007).


http://es.wikipedia.org/wiki/Pereskia_grandifolia#mediaviewer/File:Pereskia_bleo_BlKakteenT137.jpg
http://es.wikipedia.org/wiki/Pereskia_grandifolia#mediaviewer/File:Pereskia_bleo_BlKakteenT137.jpg
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Trombetta e colaboradores (2006)
descreveram que dois extratos liofilizados
dos polissacarideos obtidos dos cladddeos
de O. ficus-indica quando aplicados em
ratos com feridas de espessura consideravel,
desenvolveram um grande poder de
cicatrizacdo. Além do que, estudos recentes
sugerem que esta mucilagem desenvolve um
efeito citoprotetor da mucosa gastrica contra

Ulceras induzidas por etanol em ratos

(GALATI et al, 2007; VAZQUEZ-

Nopalea-Natural-Juice-Opuntia-ficus-indica-Nopal-Seeds-x10- RAMIREZ et al., 2006).
/200824263576. Acessado em: 14/12/2014.

Figura 4: Disponivel em: http://www.ebay.com/itm/Make-Your-Own-Free-

Um estudo realizado por KIM e
colaboradores (2010) com o extrato n-butandlico de Opuntia ficus-indica melhorou a
memoria de longo prazo de ratos e que este efeito € mediado pela via de sinalizagdo ERK-
CREB-BDNF, observando-se também um aumento na taxa de sobrevivéncia dos neurdnios
imaturos. Esta espécie também atuou como antioxidante, anti-tumoral e anti-inflamatoria.

Kuti (2004) mostrou que os frutos de quatro espécies de Opuntia (O. ficus-indica, O.
lindheimeri, O. streptacantha e O. stricta) desempenham atividade antioxidante, destacando-
se a variedade O. lindheimeri que possui uma maior concentracdo de flavonoides,
possibilitando, portanto sugerir que a atividade antioxidante dos frutos da espécie O.
lindheimeri pode ser atribuida a presenca desta classe de substancias.

As pesquisas desenvolvidas com o extrato aquoso da palma frente a células
cancerigenas de ovario mostraram que este extrato induz a apoptose nesse tipo de células
através da producédo de H>O> que ativam varias vias celulares (FEUGANG et al., 2010).

O extrato alcodlico das flores de Opuntia dillenii revelam uma atividade
antiinflamatéria potente na dose de 200 mg/kg (0,94 g material seco) no teste do edema de
pata de cobaias e, mostrou um efeito inibitorio potente (48,9%), quando comparado com a
indometacina. A atividade analgésica deste extrato também se mostrou significativa, quando
comparado com a novalgina. Estes dados corroboram com estudos anteriores que
estabeleceram que o extrato aquoso do fruto desta planta possuia propriedade analgésica
central (AHMED et al., 2005).


http://www.ebay.com/itm/Make-Your-Own-Free-Nopalea-Natural-Juice-Opuntia-ficus-indica-Nopal-Seeds-x10-/200824263576
http://www.ebay.com/itm/Make-Your-Own-Free-Nopalea-Natural-Juice-Opuntia-ficus-indica-Nopal-Seeds-x10-/200824263576
http://www.ebay.com/itm/Make-Your-Own-Free-Nopalea-Natural-Juice-Opuntia-ficus-indica-Nopal-Seeds-x10-/200824263576
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Indigenas usam vérias espécies de Echinopsis para fins diagndstico e terapéuticos, essa
utilizacdo €, evidentemente, baseada nas suas propriedades psicoativas, devido ao seu teor de
mescalina (OGUNBODEDE et al., 2010)

Estudos com o caule de Opuntia monacantha detectaram uma atividade antitumoral
moderada. Esta espécie tem revelado uma resisténcia seletiva para cochonilha Diapis
echinocacti e, aparentemente, possui algum mecanismo de defesa quando atacada pela larva
do Cactoblastis cactorum. Estudos realizados na China mostraram que seus polissacarideos
possuem efeito antidiabético (VALENTE et al., 2010).

TANAKA et al., 2010 relataram que Arabinolactanos isolados de Cereus peruvianus
inibiram lesdes gastricas em ratos, indicando assim, que os polissacarideos e o extrato bruto
desta planta possuem efeito gastroprotetor, podendo ser utilizado na fitoterapia.

Vinte triterpenos das classes lupano, oleanano e pachanano, isolados de cactus foram
testados como antinociceptivo pelo método de indugdo por acido acético. A turberogenina foi
0 Unico composto da série lupano, que apresentou atividade antinoceceptiva (67.6%). As
substancias pertencentes a série dos oleananos, que apresentaram esta atividade, foram
alamosenogenina, gummosogenina, bridgesigenina B e C e, 3b-hidroxi-11a,12a-
epoxioleanan-28,13b-olideo (KINOSHITA et al., 1998).

Estudos realizados para verificar a composicdo quimica e os componentes estruturais
do caule de Epiphyllum hookeri mostraram que este apresenta uma umidade de 85,63
+0,129/100g de massa fresca e em compara¢do com outras espécies da familia Cactaceae, se
obtiveram valores (em g/100g matéria seca) similares de proteina, extrato etéreo, fosforo e
digestibilidade in vitro da matéria seca; menores em conteldo de cinzas, calcio, potassio,
pectina e agUcares redutores, enquanto que foram maiores os conteidos de ferro, de energia e
de fibras estruturais. Estes resultados indicam que o caule desta planta pode ser considerado
como fonte potencial de suplementos alimentares em dietas. (PEREIRA et al., 2008).

Um estudo realizado por Necchi (2011) para avaliar a atividade antiinflamatoria de
Nopalea cochenilifera demonstrou que quando comparado o efeito do extrato desta espécie
com o efeito da nimesulida, o extrato apresentou uma significativa atividade anti-inflamatéria.
Com o0s mesmos animais foram realizados exames séricos que mostraram a auséncia de
toxicidade renal e aparecimento de toxicidade hepatica.

Estudos de toxicidade realizados com as espécies Lepismium lorentzianum, Lepismium
lumbricoides, Rhipsalis floccosa e Pfeiffera ianthothele ndo apresentaram nenhum sinal de

mutagenicidade nas concentracfes testadas (até 50 ug/placa). Mas, foi observado efeito
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mutagénico significativo para L. lumbricoides, e um efeito fraco para P. ianthothele e R.
Floccosa (ZAMPINI et al., 2011).

3.2 Aspectos quimiotaxondmicos da familia Cactaceae

A quimiotaxonomia da familia Cactaceae destaca-se por apresentar algumas classes
de constituintes quimicos, como: terpenoides, flavonoides, saponinas e alcaloides.

Bruhn & Sanchez-Mejorada (1917) realizaram o primeiro estudo quimiotaxonémico
de cactaceas quando foram isolados da espécie Echinocereu merkeri e isolou varias
fenetilaminas, entre elas a N,N-dimetil-3,4-dimetoxifenetilamina, além do alcaloide esteroidal
salsolina. Dos géneros Coryphantha e Ariocarpus foram isoladas a N-Metil- e N,N-dimetil-
3,4-dimetoxifenetilamina.

Em 1967, um estudo realizado com o cacto Lophocereus schotti, levou ao isolamento
e identificacdo dos alcaloides Pilocereina e Lophocereina (KIRCHER et al., 1967)

Uma triagem realizada, utilizando-se o reagente de Mayer e cromatografia gasosa,
com 16 espécies de cactos mostrou que 12 destas possuem alcaloides. As espécies
(Lemaireocereus prunosis, Trichoceeus pachanoi e Echinocactus polycephalus) néo
apresentaram pico predominante. Da espécie Carnegiea gigantea foi extraida a carnegina,
utilizada como padrdo. Desta espécie foi isolado e identificado o isdbmero do alcaloide
pellotina. Ha relatos da presenca do alcaloide cactina em Selenicereus grandiflorus. A espécie
Coryphantha macromeris se caracterizou por possuir a maior quantidade de alcaloides e dela
foi isolada macromerina, substancia encontrada na espécie C. runyonii (BROWN et al., 1968).

Em um estudo realizado com 34 espécies da familia Cactaceae foi possivel identificar
a existéncia de betacianinas e, também foi verificado que todas as espécies estudadas possuem
betanina, muitas das espécies possuem filocactina. Todavia observou-se que elas apresentam
uma ocorréncia limitada de Betanidina e novas betacianinas. (PIATTELLI & IMPERATO,
1969).

Um estudo com folhas e espinhos de 22 espécies de cactaceas mostrou a presenca de
varias substancias da classe dos flavonoides sendo eles distribuidos nos grupos das flavonas,
flavononas, flavonois e flavononois (BURRET et al., 1982)

O estudo fitoquimico de Trichocereus pachanoi levou ao isolamento em 1993 do novo
triterpeno Pachanol A, com esqueleto do tipo pachanano. (TAKIZAWA et al., 1993).

Os componentes quimicos de Opuntia spp. sdo parcialmente conhecidos como:

mucilagem, pectinas, vitaminas e polifenois (PENA-VALDIVIA et al., 2012). Estudos
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realizados com diversas plantagdes de Opuntia ficus-indica mostraram a presenca de varias
substancias como Vitamina C, betalaina, betaxantinas, betacianinas, biotiois como a:
glutationa, cisteina, acetilcisteina, taurina e flavonoides como a isoramnetina-3-rutinosideo
(KUTI, 2004; TESORIERE et al., 2005).

Estudo realizado para verificar a composi¢do quimica de pele, polpa e sementes dos
frutos de Opuntia ficus-indica mostrou uma elevada quantidade de agua na polpa e pele. A
quantidade de glicose e frutose, na polpa, foram maiores do que na pele, enquanto sacarose
foi mais baixa na polpa do que na pele. A semente nao contém qualquer traco de acutcares. O
teor de potéssio foi muito alto nas trés partes do fruto em comparagdo com outros minerais. A
palma possui um fruto notavel e seu consumo é incentivado (SALIM et al., 2009).

Uma revisao sobre espécies de Opuntia mostra que no caule da espécie Opuntia ficus-
indica sdo encontrados os acidos oxalico, malico, citrico, malbnico, succinico, tartarico,
férbico, piscidico, eucomico, além de, n-butileucomato, metileucomato, alanina, arginina,
asparagina, acido asparaginico, &cido glutamico, glutamina, glicina, histidina, isoleucina,
leucina, lisina, metionina, fenilalanina, serina, treonina, triosina, Triptofano, valina. Na
mucilagem desta planta encontra-se arabinose, Xilose, galactose, acido galacturonico e,
ramnose. Em O. vulgaris, sao encontrados o oleato de metila (m-9) e linoleato de metila (® -
6), a-amirina, 3-B-acetil-taraxerol, friedelina, e lupenona. No parénquima do caule, das
espécies O. basilaris, O. leucotricha, O. lindheimeri, e O. quimillo, possuem quercetina,
camferol, isoramnetina e, metil-3-quercetina (STINTZING & CARLE, 2005).

A tabela 1, pag. 38, relata inimeros constituintes quimicos isolados de espécies da

familia Cactaceae e suas respectivas atividades bioldgicas e/ou farmacoldgicas.



Tabela 1: Alguns constituintes quimicos isolados de espécies da familia
farmacoldgicas relatadas na literatura.

Cactaceae e suas atividades bioldgicas e/ou 39

Constituinte quimico Fonte Referéncia Atividade Farmacologica
B-Sistosterol e a-Amirina. Opuntia ficus-indica PARK et al., 2001. Anti-inflamatéria.

Flavonoides e extrato Opuntia dillenii (Ker- o - . o
. AHMED et al., 2005 Atividade anti-inflamatoria e analgésica.

alcoolico das Flores. Gawl) Haw

Extrato alcodlico das folhas e  Pereskia bleo (Kunth) ~ ABDUL-WAHAB et al., o ) S
Atividade Anti-nociceptiva.

suas fases. DC 2012..

SIRIWARDHANA, N &

Extrato metandlico do fruto  Opuntia ficus-indica .
JEON, Y. J., 2004.

Atividade antioxidante e inibidora da peroxidagéo
lipidica.

Canferol, isorramnetina,

) Opuntia sp. KUIT J. O., 2004. Atividade antioxidante
quercetina
SKINNER, G & ROBERT,
Extrato de Cactos Cactaceas Atividade antiviral.
B., 1993.
Extrato Aquoso e extrato ) AHMAD etal., 1996 & o .
] ) Opuntia streptacantha Atividade antiviral.
incorporado em hidrogel. BIGGS, J. M., 2000.
Extrato etandlico a 95% do _ o o
Cereus jamacaru DC DAVET et al., 2009. Atividade antimicrobiana.

cortex e do lenho.




40

Continuacdo da Tabela 1: Alguns constituintes quimicos isolados de espécies da familia Cactaceae e suas atividades

bioldgicas e/ou farmacoldgicas relatadas na literatura.

Constituinte quimico

Fonte

Referéncia

Atividade Farmacoldgica

Extrato metandlico, fitol, B-
sistosterol, 2,4-ditert-butilfenol,

Vitamina E

Pereskia bleo

MALEK et al., 2008.

Atividade Citotoxica.

Polifendis Totais e Flavonoides

Nopalea cochenillifera
(L.) Salm-Dyck

NECCHI et al., 2012.

Atividade antimicrobiana.

Opuntia ficus-indica (L)

GREGORIO et al.,

Frutos ) Atividade da lipoxigenase..
Mill 2010.
Compostos Fendlicos e Sucos dos Oounti SANTOSCOQY etal., Capacidade antioxidante e citotoxidade em Células
untia spp .
Frutos P PP 2009.. cancerigenas in vitro
Fases aquosa, metandlica acetato Pereskia bleo (Kunth) o o
SIM et al., 2010. Atividade antioxidante

de etila e hexanica.

DC.

Extratos Brutos

Opuntia ficus-indica

TORRES et al., 2011.

Propriedades antioxidantes.
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3.3 Consideragdes sobre o género Pilosocereus

O género Pilosocereus Byles & Rowley pertence a subfamilia Cactoideae, tribo
Cereeae, com 35 espécies que habitam do México ao Paraguai, estando a maior diversidade
de espécies localizadas no Brasil, onde eles ocorrem em uma série de ambientes diferentes,
incluindo a caatinga, restinga, e campos rupestres. Este género se diferencia dos outros da
familia principalmente pelas caracteristicas do fruto, que é globoso-achatado, deiscente por
fissuras irregulares e com polpa funicular. As flores dos cactos das suas espécies sdo grandes,
de cor clara, perfumadas e em forma de funil. Elas se abrem a noite quando sdo polinizadas
pelos morcegos e permanecem abertas por menos de 24 horas. Os ramos sdo relativamente
curtos, colunares e retos, o porte do cacto varia de arboreo a arbustivo, existindo espécies anas
com 30 cm altura (MARTINS, 2007; TAYLOR & ZAPPI, 2004).

As cactéaceas dos géneros Melocactus (coroa-de-frade) e Pilosocereus (facheiro), além
das Opuntias e a Pereskia aculeata (ora-pro-nobis) estdo sendo utilizadas em alguns paises da
Ameérica Latina, como alternativa alimentar para o consumo humano. No Brasil esta pratica
encontra-se pouco difundida, limitado apenas aos consumidores da gastronomia exética ou
algumas vezes pela populacéo de baixa renda (CAVALCANTI & RESENDE, 2007).

Agra et al. (2008) citam a utilizacdo das raizes de Pilosocereus gounellei (xique-
xique) e Pilosocereus pachycladus (facheiro) contra inflamages prostaticas, enquanto o
Pilosocereus tuberculatus, de nome popular caxacubri, seria utilizado contra infec¢fes renais,
a partir da decoccdo do caule. Faltam estudos cientificos que comprovem estas propriedades
medicinais.

Em estudo realizado com Pilosocereus chrysacanthus foi possivel identificar o
alcaloide N-metil-3,4-dimetoxifenetilamina como seu principal constituinte. (BRUHN &
SANCHEZ-MEJORADA, 1917).

3.4. Consideracdes sobre a espécie Pilosocereus pachycladus F. RITTER

Conhecido popularmente como facheiro, o Pilosocereus pachycladus ocorre em todo o
semi-arido nordestino. E uma planta perene, arbustiva, robusta, de tronco ereto com galhos
laterais, porém pouco ramificada, de coloracdo verde escura, com espinhos agudos e flores
grandes, alvas e isoladas (Figura 5. p. 41) (ABUD et al., 2010). Os seus frutos apresentam

coloragédo verde durante a sua maturacdo e apos atingir a maturidade fisiologica apresentam
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coloracdo lilas. Sdo do tipo baga, polispérmicos, deiscentes, carnosos, com pericarpo espesso
e suculento (ABUD et al., 2010). As sementes desta espécie sdo estenospérmicas,
exalbuminosas, com formato ligeiramente obovado-obliqua, a testa é rugosa e apresenta
coloracdo preta. O embrido é facilmente observado quando a semente esta hidratada,
apresenta coloragdo branca e ocupa quase todo o espago da semente, é cilindrico e grande. O
seu tecido de reserva é cotiledonar, de coloracao branca, e consisténcia firme. Os cotilédones
sdo plano-convexos e estreitos (ABUD et al., 2010).

Este trabalho com P. pachycladus se caracteriza como pioneiro tanto no que tange ao

seu estudo fitoquimico, quanto a sua atividade biolégica.

Figura 5: Pilosocereus pachycladus F. Ritter
Dispinivel em: http://www.cnip.org.br/banco_img/Facheiro/pilosocereuspachycladus2.jpg

Acessado em: 13/10/2014


http://www.cnip.org.br/banco_img/Facheiro/pilosocereuspachycladus2.jpg

43

3.5 A crescente ameaca da resisténcia antimicrobiana

As infeccdes tém sido uma das principais causas de doenca ao longo da historia da
humanidade. Com a introducdo dos antibioticos, este problema tendeu a desaparecer. No
entanto, os mecanismos de defesa desenvolvidos pelos microrganismos tém contrariado os
avangos alcang¢ados no tratamento de infec¢des (GOODMAN & GILMAN’S, 2008;
KATZUNG, 2007; TENOVER, 2006).

A ameaca a saude publica devido ao crescimento da resisténcia antimicrobiana é
impulsionada tanto pelo uso adequado como inadequado de medicamentos anti-infecciosos
utilizados na salde humana e animal bem como na producdo de alimentos e, ainda, com
medidas inapropriadas para controlar a disseminacdo de infeccdes. Reconhecendo esta crise
de saude publica, varios paises, agéncias internacionais e outras organizacfes em todo o
mundo tomaram medidas para combaté-la através de estratégias aplicadas nos setores
relevantes (OMS, 2012).

S&0 necessarias estratégias e tecnologias inovadoras que variem desde a area cientifica
até os aspectos financeiros e reguladores, para aliviar a escassez de novos antibidticos e outros
produtos destinados a limitar a resisténcia antimicrobiana. Buscam-se vérias abordagens
inovadoras, porém é necessario muito mais. A inovacao floresce em um ambiente propicio.
Oportunidades de inovagdo em areas que abrangem todo o universo da investigacao cientifica,
sdo exploradas e o desenvolvimento de novos produtos é a base de inUmeras pesquisas no
mundo e a grande preocupacdo dos cientistas. (OMS, 2012)

A prospeccdo de substancias em extratos naturais de plantas ou a utilizagdo dos
mesmos em testes farmacolégicos visando a atividade antimicrobiana pode desempenhar um
importante papel, na descoberta e no aumento do leque de substancias com atividade frente a

microrganismos resistentes a atual terapia antibidtica.

3.6 Microrganismos de interesse

Nos ensaios para avaliacdo da atividade bioldgica dos extratos de P. pachycladus
foram utilizadas cepas das bactérias de Staphylococcus aureus, Staphylococcus. Epidermidis e
Pseudomonas aeruginosa; e das espécis fungicas: Candida albicans, Candida tropicalis e
Candida krusei.

Os estafilococos séo cocos Gram-positivos, catalase positivos, que tendem a formar

agrupamentos semelhantes a cachos de uva. Os estafilococos sdo amplamente distribuidos na
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natureza e fazem parte da microbiota normal da pele e mucosas de mamiferos e aves.
Atualmente o género Staphylococcus é composto por cerca de 27 espécies, sendo que algumas
sdo frequentemente associadas a uma ampla variedade de infeccdes de carater oportunista em
seres humanos e animais. Entre elas, se destacam, em patologia humana, as espécies:
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008;
MURRAY et al., 2014).

O Staphylococcus aureus € o agente mais comum de infecgbes piogénicas. Estas
infeccdes podem se localizar na pele ou em regides mais profundas. Quando na pele, recebem
diferentes designacdes, tais como foliculite,
furunculose, carbunculo e-impetigo, de acordo
com a localizacdo e outras caracteristicas
(TRABULSI & ALTERTHUM, 2008; MURRAY
etal., 2014).

O numero de portadores nasais do germe
varia de 30% a 50%, sendo mais elevado entre
pessoas que trabalham em hospitais. A infeccdo

estafilococica pode ser causada por bactérias do

mesmo individuo, de outros doentes ou de

portadores sadios. A transmissdo ocorre por

Figura 6: Disponivel em:

http:// .microb 1d.org/ t/jlibrary/?view=article&id=11181. . T . ~
ety vot Aty it b contato direto ou indireto. As infeccdes

estafilocdcicas, geralmente  superficiais e
discretas, na maioria dos individuos normais, podem ser graves em recém-nascidos, pacientes
cirargicos e em portadores de doencas debilitantes como cancer e diabete. Esta é uma das
razbes pelas quais as infeccOes estafilocOcicas severas sdo as mais frequentes entre as
infeccbes adquiridas em hospitais. As amostras de
Staphylococcus aureus, portadoras de resisténcia
maltipla, sdo mais comuns no ambiente hospitalar
(TRABULSI & ALTERTHUM, 2008; MURRAY et
al., 2014).

O Staphylococcus epidermidis, é uma espécie
de bactéria caracterizada por ser coagulase negativa e
catalase positiva. E uma bactéria gram-positiva

arranjada em cachos e tétrades. E comensal da pele e

b234062 [RM] @ www.visualphotos.com

Figura 7: Disponivel em:

http://www.visualphotos.com/image/1x6040549/colour_sem_of_staphy
lococcus_epidermidis_bacteria. Acessado em: 14/12/2014.
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mucosas, responsavel principalmente por infecgdes hospitalares, através de cateteres, sondas
(material de plastico) bem como proteses devida sua capacidade de formar biofilmes. Os
biofilmes dificultam a chegada de drogas antimicrobianas e até mesmo de células fagociticas
ao foco de infeccdo. A espécie ndo produz toxinas e uma vez que faz parte da microbiota
enddgena humana, as infeccBes causadas por esta espécie sao geralmente oportunistas e de
origem hospitalar (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008; MURRAY et al., 2014).

A Pseudomonas aeruginosa € um
germe tipicamente oportunista, que pode
causar varias doencas. As infeccdes
localizadas, em consequéncia de processos
cirurgicos ou queimaduras podem resultar em
bacteremias severas. Infeccbes urinérias,
associadas ao uso de cateteres sdo mais

frequentes. Em alguns pacientes a bactéria

Republished by Idoo=t.com

Figura & Disponivel em: it/ 1doost com/posts . Acessado provoca pneumonia mortal. Pneumonias

em: 14/12/2014. graves podem também ocorrer em pacientes que
usam respiradores contaminados. A P. aeruginosa pode causar ceratites em consequéncia de
cirurgias oculares. Embora raramente, pode causar meningite ap6s puncdes lombares e
endocardites apo6s cirurgias cardiacas (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008; MURRAY et al.,
2014).

Em pacientes hospitalizados a taxa de portadores de P. aeruginosa pode ser bastante
elevada e a frequéncia das infec¢des pela causadas por este microorganismo vem aumentando
progressivamente. Atualmente esta bactéria € responsavel por aproximadamente 15% dos
casos de bacteremia causadas por germes Gram-negativos e a mortalidade causadas por ela
chega a ser de 50%. Nos hospitais, as vias de transmissdo de P. aeruginosa sao representadas
por desinfetantes, respiradores, alimentos, agua etc., g éﬁ’ @
sendo a bactéria introduzida no hospital tanto | ¢ 3?/ ;
através de pessoas, como de frutas e vegetais |
(TRABULSI & ALTERTHUM, 2008; MURRAY | ‘4}3
etal., 2014).

Leveduras do género Candida em especial

Candida albicans, podem determinar lesdes na

gy

pele, unhas e mucosas de individuos que %3’)
G

Figura 9: Disponivel em:
http://www.doctorfungus.org/aboutdrf/legal_pop.php?url=http%3A//www.do
ctorfungus.org/thefungi/candida_spp.php. Acessado em: 14/12/2014.
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apresentam fatores predisponentes intrinsecos ou extrinsecos ao hospedeiro. As lesGes por
Candida albicans sdo mais frequentes nas unhas e nos espagos interdigitais das méos e dobra
submamaria. Na pele as lesbes sdo umidas, esbranquicadas ou avermelhadas, de bordos
descamativos. A unha apresenta-se sem brilho, espessada, endurecida, com coloracdo muitas
vezes escura. A lesdo, que se estende frequentemente ao redor do leito ungueal (paroniquia), é
comum. Lesdes esbranquicadas aderentes as mucosas, com base vermelha umida ap6s a sua
remocao, podem ser verificadas (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008; MURRAY et al.,
2014).

As micoses causadas pelas espécies Candida sp. sao de distribuicdo universal, as vezes
consideradas micoses ocupacionais, outras vezes, 0 que €& mais frequente, micoses
oportunisticas. Individuos imunodeprimidos apresentam geralmente infeccdo por Candida
albicans e outras espécies, como Candida guilliermondii, Candida parapsilasis e Candida
krusei. A fonte de infeccdo em grande parte dos casos é endégena. Ocorre em todas as idades,
em ambos os sexos (TRABULSI & ALTERTHUM, 2008; MURRAY et al., 2014).

3.7 Mecanismo de resisténcia bacteriana — Bomba de Efluxo

As Bombas de efluxo (Fig. 10, p. 45) sdo proteinas integrais de membrana de bactérias
responsaveis por muito da resisténcia bacteriana, uma vez que promovem a extrusdo de
antibidticos a partir da célula (PIDDOCK, 2006). Os agentes que modulam a resisténcia sao
compostos gque potenciam a atividade de um antibi6tico contra cepas resistentes, e alguns

destes agentes podem atuar como um inibidor de bombas de efluxo (IBE). As plantas

fornecem uma rica fonte de IBEs e varios compostos tém sido identificados como inibidores
potentes (GIBBONS, 2004).

Neste tipo de resisténcia ocorre um
efluxo, isto €, o transporte ativo dos
antibioticos do meio intracelular para o meio
extracelular. Este mecanismo afeta todas as
classes de antibidticos, no entanto apresenta
maior eficdcia na presenca de macrolidios,
tetraciclinas e fluoroquinolonas, pois estes
inibem a biossintese de proteinas e de DNA
. ‘ ‘ (DZIDIC, et al., 2008).

Figura 10: Bomba de efluxo e inibicdo de seu efeito.
Disponivel em:
http://www.biomedicinapadrao.com.br/2011_11 01_archive.html.
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4. EXPERIMENTAL

4.1 Procedimentos cromatograficos e definicdo do grau de pureza

Os adsorventes gel de silica 60 (Merck) 7734 (particulas com 0,063-0,2 mm, 70-230
mesh), silica flesh (particulas com 0,04-0,063mm, 230-400 mesh) e Sephadex LH-20 (Merck)
foram utilizados para a cromatografia em coluna, e em coluna sob média presséo tendo como
suporte colunas de vidro cilindricas com dimens@es variando de acordo com a quantidade de
amostra a ser cromatografada. Como fase mdvel, nos processos cromatograficos, foram
utilizados solventes comerciais destilados no setor de destilacdo do centro de biotecnologia.

A Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) foi empregada para a analise
e reunido das fracdes obtidas por cromatografia em coluna e para a analise da pureza dos
constituintes isolados. As placas cromatogréficas utilizadas para CCDA foram preparadas
com uma suspensao gel de silica PFas4 (Art. 7749 Merck) em &gua, seguindo técnica descrita
por Matos (1997), sendo a espessura da camada de silica igual a 0,3 mm.

O fracionamento cromatografico a média pressdo foi realizado em aparelho BUCHI
(Switzerland) Pump Manager C — 615 utilizando-se como adsorvente Silica flesh, e como
sistemas de solventes: hexano, acetato de etila e metanol.

O aparelho de HPLC utilizado para analise e isolamento dos constituintes quimicos foi
um Shimadzu® com detector de arranjo de diodos com comprimento de onda variavel.

As substancias em analise foram evidenciadas pelo uso de radiacdo ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 e 366 nm como também impregnacdo das placas em cubas de
vidro, saturadas por vapores de iodo. O monitoramento das substancias através do fator de
retencdo (Rf) na CCDA foi o método adotado para reunir as fracGes coletadas durante a
cromatografia em coluna.

Para definir o grau de pureza das substancias isoladas, fez-se o uso de CCDA

utilizando-se varios sistemas de solventes.

4.2 Caracterizacdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de Pilosocereus
pachycladus F RITTER.

A caracterizagdo estrutural dos constituintes quimicos isolados de Pilosocereus
pachycladus foi realizada pela analise dos espectros obtidos através dos métodos

espectroscopicos no Infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
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(RMN !H) e Carbono-13 (RMN 3C), utilizando técnicas uni e bidimensionais (HSQC,
HMBC, COSY e NOESY), espectrometria de massas, além de compara¢6es com modelos da

literatura.

4.2.1 Infravermelho

Os dados espectrais na regido do infravermelho foram obtidos em aparelho Perkin-
Elmer, FT-IR-1750 do Centro de Biotecnologia-UFPB, utilizando-se de 1 a 3 mg da amostra
em pastilhas de KBr. As absorcdes foram registradas em cm™,

4.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear e Espectrometria de Massas

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear foram obtidos nos espectrometros
Mercury-Varian a 200 e 500 MHz da Central Analitica - NUCAL -UFPB, otimizados para
técnicas uni e bidimensionais, utilizando-se quantidades variaveis de amostras. Os solventes
empregados para solubilizar as amostras foram Acetona deuterada (C3DeO) Cloroférmio
deuterado (CDCIs), Dimetilsulfoxido deuterado (C2DsOS) e Piridina deuterada (CsDsN)
registrados a partir dos seus picos caracteristicos em RMN de *H e RMN 3C em relagéo ao
TMS. Os espectros de massa foram obtidos na mesma central analitica utilizando

Espectrometro de Massas de Baixa Resolucdo — modelo ®microTOF da marca ® Bruker.
4.3 . Estudo da atividade antibacteriana e antifingica
4.3.1 Local de Trabalho

Instituto de Quimica do Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza e Laboratério de
Micologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas/Centro de Ciéncias da
Saude/Universidade Federal da Paraiba. Abril de 2014.
4.3.2 Produtos Testados

Os produtos utilizados nos ensaios bioldgicos foram as fases hexanica,

diclorometanica, acetato de etila, n- butandlica e hidroalcoolica do caule e do fruto de

Pilosocereus pachycladus F.RITTER (cactaceae). Os mesmos foram testados na concentracéo
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1024 até 32 pg/mL e solubilizado em dimetilsulféxido- DMSO (SIGMA-ALDRICH®),

numa proporc¢édo de até 10 %, para ndo interferir sobre 0s microrganismos.

4.3.3 Antimicrobianos Sintéticos

Para o controle de atividade antifungica, foi usado nistatina na concentragéo de 100 Ul
/mL; e da atividade antibacteriana foi usado cloranfenicol a 100 pg/mL (SIGMA-
ALDRICH®).

4.3.4 Microrganismos

Nos ensaios para avaliacdo da atividade bioldgica dos produtos, foram incluidas cepas
de bactérias: Staphylococcus aureus ATCC- 6538, S. aureus M-117, S. epidermidis 12228,
Pseudomonas aeruginosa P 12 e P. aeruginosa LM 13; e das espécis fungicas: Candida
albicans ATCC-76645, C. albicans LM-108, C. albicans LM-106, Candida tropicalis ATCC-
13803, C. tropicalis LM-14, Candida krusei LM-13, C. krusei LM-08.

As cepas foram adquiridas no Instituto Adolfo Lutz de Séo Paulo, Laboratorio de
Micologia e de Microbiologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal da Paraiba e mantidas em meios de cultura apropriados, Agar Sabouraud Dextrose-
ASD para leveduras; e Agar Nutriente- AN para Dbactérias (DIFCO
LABORATORIES/France/USA) e conservadas a 4 °C e a 35 °C.

A suspensdo dos microrganismos foi preparada conforme o tubo 0.5 da Escala
McFarland, ajustada através de leitura espectrofotométrica (Leitz-Photometer 340-800), para
90% T (530 nm), correspondendo, aproximadamente, a 10® UFC/mL (NCCLS 2000;
HADACECK; GREEGER, 2000; NCCLS, 2000; CLEELAND; SQUIRES, 1991).

4.3.5 Meios de Cultura

Os ensaios de atividade antifingica foram realizados em meio liqguido RPMI 1640
(ACUMEDIA/India); e  Caldo  Nutriente- CN  para  bactérias (DIFCO
LABORATORIES/France/lUSA). Os meios foram preparados e usados conforme as

instrugdes do fabricante.

4.3.6 Determinagdo da Concentragéo Inibitoria Minima-CIM
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A determinacdo da triagem dos produtos testados foi realizada pela técnica de
microdiluigdo, utilizando placas de microdilui¢do contendo cavidades com fundo em forma de
“U”. Em cada orificio da placa, foi adicionado 100 pL do meio liquido RPMI (leveduras) ou
CN (bactérias) duplamente concentrado). Posteriormente, 100 pL dos produtos na
concentracdo de 1024 pg/mL foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E
por meio de diluigdo seriada a razdo de dois, foram obtidas concentracGes de 1024 até 32
pg/mL. Por fim, foram adicionados 10 pL do indculo dos microrganismos nas cavidades,
onde cada linha da placa referiu-se, especificamente, a uma cepa.

O controle de crescimento do microrganismo no meio de cultura foi feito utilizando-se
cloranfenicol (100 pg/mL) para bactérias e o antifingico nistatina (100Ul) para leveduras. As
placas foram seladas e incubadas a 35°C por 24 — 72 horas. A triagem da CIM foi definida
como a concentracdo (1024 pg/mL) capaz de inibir visualmente o crescimento microbiano
quando comparado com o crescimento controle. No ensaio bioldgico com as bactérias, apos
24 h de incubacéo, foi adicionado 20 pL de solucdo do corante de resazurina a 0,01 %
(INLAB), reconhecido como um indicador colorimétrico de O&xido-reducdo (MANN;
MARKAN, 1998). O crescimento microbiano foi considerado quando observou-se uma
mudanca de coloragdo do corante de azul para vermelho; a permanéncia da coloragdo azul,
significava a auséncia de crescimento microbiano (CLEELAND; SQUIRES, 1991; ELOFF,
1998; SOUZA et al., 2007).

A atividade antimicrobiana dos produtos foi interpretada e considerada ativa ou néo,
conforme os seguintes critérios: (+) = crescimento do microorganismo e (—) = inibi¢cdo do
crescimento do microorganismo e a CIM foi determinada pelo pogco com cor azul e com
menor concentracdo do extrato ou substancia (MITCHER et al., 1972; ALLIGIANAIS et al.;
2001; HOLETZ et al.; 2002; HOUGHTON et al.; 2007).

4.4 Atividade Moduladora da Resisténcia Bacteriana
4.4.1 Local de Trabalho

A avaliacdo da atividade moduladora da resisténcia bacteriana foi realizada no
Laboratorio de Genética de Microrganismos do Departamento de Biologia Molecular da

UFPB. Os ensaios foram executados pela aluna de Mestrado Isis Caroline da Silva Cirino,

orientanda do Professor José Siqueira Junior em Maio de 2014.
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4.4.2 Antibidticos e preparacdo das solugdes das fases do caule e do fruto e do 4-hidroxi-
3,5-dimetoxibenzaldeido.

As substancias norfloxacina, eritromicina, tetraciclina e brometo de etidio foram
obtidos a partir dos respectivos fabricantes e estoques. As solugdes dos antibidticos foram
preparados de acordo a CLSI diretrizes (2005). A solugbes estoque das fases do caule e do
fruto de Pilosocereus pachycladus e do 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido (Siringaldeido)
(Pp-6) foram preparadas com DMSO e a sua maior concentracdo remanescente depois

diluicdo em caldo (4%) n&o causou inibigdo do crescimento bacteriano.

4.4.3 Teste de suscetibilidade a drogas

As concentracdes inibitérias minimas (CIMs) dos antibi6ticos e das fases dos extratos
etandlico bruto do caule e dos frutos de Pilosocereus pachycladus e do Siringaldeido foram
determinados em BHI através de ensaio em micro diluicdo usando uma suspensao de cerca
10° ufc/mL com a concentragdo da droga de 256-0,5 pg/mL (diluigBes seriadas duplas). A
CIM foi definida como a menor concentracdo em que ndo houve crescimento. Para a
avaliacdo do das fases do caule e do fruto de Pilosocereus pachycladus e do 4-hidroxi-3,5-
dimetoxibenzaldeido como modulador de resisténcia a antibi6tico, as CIM dos antibi6ticos

foram determinadas na presenca do composto em uma concentracdo sub-inibitoria.

4.5 Coleta do material botanico

O material botanico (flores, frutos e caule) de Pilosocereus pachycladus, foi coletado
no municipio de Boa Vista - PB, em novembro de 2010. Sua identificacdo botanica foi
realizada pelo Prof. Dr. Leonardo Pessoa Felix (DF/CCA/UFPB) sendo uma exsicata
depositada no Herbario Prof. Jaime Coelho de Morais do Centro de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal da Paraiba (CCA/UFPB) sob o cddigo 19.544.

4.6 Processamento do material botanico

O material botanico fresco do Caule, fruto e flores de P. pachycladus foram
desidratados isoladamente em estufa com ar circulante a temperatura média de 40°C durante
72 horas, e triturados em moinho mecanico, fornecendo 4.934,61g, 2.884,72g e 1.022,31 ¢
dos seus pos respectivamente (Esquema 1, 2 e 3 pag. 56 e 57)
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4.7 Obtengdo e particionamento dos extratos etanolicos brutos de Pilosocereus
pachycladus F. RITTER

O p6 do caule (4.934,619g) foi submetido a maceracdo durante 72 horas a temperatura
ambiente, utilizando-se como liquido extrator etanol a 95 % por varias vezes obtendo-se a
solucdo extrativa, que apos filtrada e concentrada em evaporador rotativo, forneceu 205,58 g
do extrato etanolico bruto (EEB). Este foi solubilizado em EtOH:H.O (7:3) obtendo-se
portanto a solucdo hidroalcoolica, que foi submetida a cromatografia liquido-liquido com
hexano, CH.Cl,, AcOEt e n-butanol. As solugdes obtidas foram concentradas, separadamente,
em evaporador rotativo sob presséo reduzida, resultando em 33,18 g da fase hexanica; 16,70 g
da fase diclorometano; 6, 11 g da fase acetato de etila, 29,34 g da fase n-butandlica, alem da
fase hidroalcoolica (90, 201g) (Esquema 1, Pagina 56).

O pd do fruto (2.884,729) foi submetido ao mesmo processo realizado com o caule,
resultando em 87,13g da fase hexéanica; 20,14g da fase diclorometanica; 4,69 g da fase acetato
de etila; 41,839 da fase n-butanolica e 16,769 da fase hidroalcoolica (Esquema 2, Pagina 57).

O po das flores (1.022,31g) foi submetido a0 mesmo processo adotado para o caule, e
com fruto, resultando em 50,0 g da fase hexanica; 33 g da fase diclorometénica; 0,5702 g da
fase acetato etilica, 5,0 g da fase n-butandlica e 90 g da fase hidroalcoolica (Esquema 3,
Pagina 57).

4.8 Processamento cromatografico dos extratos etandlicos brutos de Pilosocereus
pachycladus F. RITTER

4.8.1.a Processamento cromatografico da fase hexanica do extrato bruto do caule de

Pilosocereus pachycladus F. RITTER

Uma porcdo da fase hexanica do extrato etandlico bruto do caule de P. pachycladus
(10,5 g) foi submetida a cromatografia em coluna utilizando-se silica gel como adsorvente e
como eluentes os solventes: hexano, diclorometano e metanol, sozinhos ou em misturas
binarias, com gradiente crescente de polaridade. Desta coluna foram coletadas fragcdes de 75
ml cada, concentradas em evaporador rotativo, analisadas por CCDA e reunidas de acordo
com suas semelhancas (Esquema 4, pag. 58) (Quadro 1, pag. 60).

A sub-fracdo de 31/59, (0,7883 g) foi submetida a cromatografia em coluna adotando

0s mesmos procedimentos anteriores, obtendo-se 100 fracOes de 25 mL de cada, que foram
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analisadas por CCDA. A sub-fraccdo 1/33 (0.151 g), proveniente da coluna anterior foi
submetido a uma outra cromatografia de coluna usando gel de silica 60 (Merck) como
adsorvente) e como eluentes hexano, CH>Cl> e MeOH puro ou em misturas binarias. Nesta
coluna, foram recolhidas 22 frac¢es de 10 mL cada concentrada no evaporador rotativo, e
analisadas por CCDA. A fracdo reunida 12/22 (0,0391 g), caracteriza-se como um so6lido
amorfo branco codifica como a Pp-1 (Esquema 4, pag. 58) (Quadros 2 e 3, pags. 60 e 61).

A fracdo 81/113 (0,7213) da coluna da fase hexanica do extrato etanolico bruto do
caule de P. pachycladus foi submetida a cromatografia em coluna utilizando como adsorvente
de silica gel 60 tendo como eluentes hexano, CH2Cl, e MeOH puros ou em misturas binarias
com um gradiente crescente de polaridade. Nesta coluna, foram recolhidas 73 frac¢des de 25
mL; concentradas em vacuo, analisadas em CCDA e agrupadas de acordo com os seus fatores
de retencdo. A fracdo 4/14 (0,3954 g) forneceu um precipitado amorfo branco que foi
codificado como Pp-2 (Esquema 4, pag 58) (Quadro 4, pag. 61).

A fragdo 114/124 (0,9000 g) quando submetida a um processo de cromatografia em
coluna utilizando silica gel flash como adsorvente e como eluentes hexano, AcOEt e MeOH,
puro e em misturas binérias, resultou em 73 subfracdes de 25 mL cada, as quais foram
reunidas apos andlise por CCDA. A subfracdo 22/24 (0,0203 g) que mostrou-se pura apos
analise em CCDA em varios sistemas de solventes, resultou na substancia codificada como
Pp-3 (Esquema 4, pag. 58) (Quadro 5, pag. 62). A sub-fracdo 41/46 (0,0494 g) que mostrou-se
pura apés analise em CCDA em varios sistemas de solventes, resultou na Pp-4 (Esquema 4,
pag 58) (Quadro 5, pag. 62).

A fragdo 60/80 (1,2811 g) da coluna da fase hexéanica do EEB do caule de P.
pachycladus foi submetida a cromatografia em coluna utilizando como adsorvente silica gel
60 tendo como eluentes hexano, CH>Cl> e MeOH puros ou em misturas bindrias em um
gradiente crescente de polaridade. Nesta coluna, foram recolhidas 52 fracGes de 20 mL; as
mesmas foram concentradas em evaporador rotativo, analisadas em CCDA e agrupadas de
acordo com os seus fatores de retencdo. A sub-fracdo 16/08 (0,6865 g) forneceu um soélido
formado por cristais brancos que foi codificado como Pp-5 (Esquema 4, pag. 58) (Quadro 6,

pag. 62).

4.8.1.b Processamento cromatogréafico da fase diclorometano do extrato bruto do caule

de Pilosocereus pachycladus F. RITTER
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Uma aliquota da fase diclorometano do EEB do caule (10,07g) foi submetida a uma
filtracdo em coluna de silica gel 60 (Merck) 7734 (70-230 mesh), sendo coletadas as fragdes:
Hexano / CH2Cl> (7:3), CH2Cl,, CH2Cl> / MeOH (9:1), CH2Cl> / MeOH (8:2), CH2Cl> /
MeOH (7:3) e CH2Cl2/ MeOH (1:1). As fragdes foram concentradas em evaporador rotativo
sob presséo reduzida, obtendo-se, respectivamente: 0,019 g — hexano / CH2Cl (7:3); 0,162 g -
CH2Clz; 8g - CH2Cl2 / MeOH (9:1); 2.2398g - CH2Cl> / MeOH (8:2); 0.2448g - CH2Cl, /
MeOH (7:3) e 0.4004g - CH2Cl2/ MeOH (1:1) (Esquema 5, pag 58) (Quadro 7, pag 63).

A fracdo CHCl> (0,162 g), obtida atraves de filtragdo da fase diclorometano do EEB
do caule foi submetido a uma CLMP (cromatografia liquida de média pressdo). Como fase
estacionéria foi utilizada silica flesh e hexano, CH.Cl> e metanol como fase mével (puros ou
em misturas binarias). Deste processo cromatografico obteve-se 50 fracGes de 15 mL cada,
que foram concentradas num evaporador e analisadas por CCDA. A sub-fracdo 14/18
(0,01279), resultou em cristais amarelos codificados como Pp-6 (Esquema 5, pag 58) (Quadro
7, pag 63).

A fragdo de CH2Cly/MeOH (9:1) (7,9139g) foi submetida a uma cromatografia em
coluna, utilizando silica gel 60 como fase estacionaria e hexano, CH,Cl, e metanol como fase
movel (puros ou em misturas binarias) levando a obtencdo de 103 fracgdes de 20 mL cada,
que foram concentradas num evaporador rotativo e analisadas por CCDA. As sub-fracdo 79
(0,032 g) resultou em um solido branco amorfo codificado como Pp- 7 (Esquema 5, pag 58)
(Quadro 8, pag 63).

4.8.2 Fracionamento cromatogréafico da fase CH2Cl. do EEB dos frutos de Pilosocereus
pachycladus F. RITTER.

A fase de diclorometano da EEB do fruto (10,04 g) foi submetida a filtracdo a vacuo
em funil de Buchner, utilizando-se como fase estacionaria silica gel 60 (Merck) 7734 (70-230
mesh). Como eluentes foram utilizados hexano, hexano / CHCl, (9:1, 7:3; 1:1), CH2Cl: e
CH2Cl, / MeOH (9 :1; 8:2; 7:3; 1:1). As fracGes foram concentradas em evaporador rotativo

sob presséo reduzida.

4.8.2.1 Fracionamento cromatografico da fragdo CH2Cl2: MeOH (9:1) da fase CH2Cl2>do
EEB dos frutos de Pilosocereus pachycladus F. RITTER
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A fracdo de CH2Cl2/MeOH (9:1) (3,4 g) obtida do processo anterior foi submetida a
cromatografia em coluna utilizando como adsorvente de silica gel 60 e como eluentes 0s
solventes hexano, CH2Cl, e MeOH puros ou em misturas bindrios com gradiente crescente de
polaridade. Nesta coluna, foram recolhidas 22 fracGes de 20 mL que foram concentradas em
evaporador rotativo, analisadas em CCDA e reunidas de acordo com as suas semelhancas. A
sub-fracdo de 6/12 (0,9501g) foi submetido a cromatografia em coluna, seguindo a mesma
metodologia descrita acima, para originar 33 fracdes. A sub-fracdo 1/2 obtida da coluna
anterior (0,1246¢) foi submetido a cromatografia em coluna e tendo hexano, AcOEt e MeOH
como eluentes (puros ou em misturas binarias). A fracdo 12 (0,0121g) obtida deste Gltimo
procedimento cromatografico resultou em um precipitado de cristais brancos transparentes,
codificado como Pp-8 (Esquema 6, pag. 59) (Quadro 9, 10, 11 pag. 64).

4.8.3 Processamento cromatografico da fase hexanica do extrato etandlico bruto das
flores de Pilosocereus pachycladus F. RITTER

Uma aliquota da fase de hexanica das flores (10 g) foi submetida a uma cromatografia
em coluna utilizando como adsorvente de silica gel 60 e como eluentes hexano, CH2Cl e
MeOH (puros ou em misturas binarias) em um gradiente crescente de polaridade. Nesta
coluna, foram recolhidas 82 fracgfes de 20 mL. Estas fragdes foram concentradas em
evaporador rotativo, analisadas em CCDA e agrupadas de acordo com os seus fatores de
retencdo. A sub-fracdo de 36/42 forneceu um precipitado e um sobrenadante. O precipitado
apresentou-se como de cristais brancos transparentes, (0,018 g) e resultou na substancia
codificada como Pp-9 (Esquema 7, pag. 59) (Quadro 12, pag. 65).

O sobrenadante da fracdo 36/42 (1,3g) quando submetido a um processo de
cromatografia em coluna utilizando a silica gel flash como adsorvente e como eluentes o
hexano e AcOEt, puro ou em misturas binarias, resultando em 57 sub-fragfes de 25 mL cada,
as quais foram reunidas apos analise por CCDA. A sub-fracdo 01/07 (0,092 g) mostrou-se
pura ap6s analise em CCDA, sendo codificada como Pp-10 (Esquema 7, pag. 59) (Quadro 13,
pag. 65).

A fracdo 56/60 forneceu 0,1596 g de um precipitado na forma de um pd branco
solavel em cloroférmio, que apos analise por CCDA em vaérios sistemas de solvente e
revelagdo com vapores de iodo, mostrou-se pura, sendo codificada como Pp-11 (Esquema 7,
pag. 59) (Quadro 12, pag. 65).



P6 do Caule (4.934,619)

reduzida

Maceracdo 72h com Etanol
Concentragao sob pressdo

Extrato Etanolico Bruto (205,58 g )

EtOH:H,0 (7:3)

Solucéo hidroalcoolica

Particéo Liquido-Liquido
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Hexano

Fase Hexanica
(33,189)

CH,Cl, AcOEt

Fase CH,Cl,
(16,70 g)

N-Butanol

Fase AcOEt
(6,11 9)

Fase N-Butandlica
(39,34 q)

Fase hidroalcéolica
(90,201 g)

Esquema 1: Obtencéo e Parti¢do liquido-liquido do extrato etanolico bruto do caule de Pilosocereus
pachycladus F. RITTER.
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P6 do Fruto (2.884,72 g)

Maceragéo 72h com Etanol
Concentragao sob presséo
reduzida

Extrato Etanoélico Bruto (206,69 g )

EtOH:H,0 (7:3)

Solucgao hidroalcéolica

Particdo Liquido-Liquido

Hexano CH,Cl, AcOEt N-Butanol

Fase Hexanica Fase CH,Cl, Fase AcOEt Fase N-Butandlica

(87,13 9) (20,14 g) (4,69 g) (41.83 ) Fase hidroalcoolica

(16,76 9)

Esquema 2: Obtencdo e Particdo liquido-liquido do extrato etanolico bruto do fruto de
Pilosocereus pachycladus F. RITTER.

P6 das Flores (1.022,31g)

Maceragao 72h com Etanol
Concentragéo sob pressdo
reduzida

Extrato Etanélico Bruto (253,53 g )

EtOH:H,0 (7:3)

Solugdo hidroalcoolica

Partigdo Liquido-Liquido

Hexano CH,Cl, AcOEt N-Butanol
Fase Hexanica Fase CH,Cl; Fase AcOEt Fase N-Butandlica ; aF
Fase hidroalcéolica
(50,09) (33,009) (0,5702g) (5,00 g) (slao 00 !

Esquema 3: Obtencdo e Particdo liquido-liquido do extrato etanolico bruto das flores de
Pilosocereus pachycladus F. RITTER.



59

Fase Hexanica - Caule (10,5 g)

Col - Silica Gel 60
HEX:CH,Cl,:MeOH

| 1/3 | |4/12| | 13/25 | | 26/30 | | 31/49 | | 50/59| | 60/80| | 81/97| | 98/113 | | 114/124|

Col - Silica Gel 60
HEX:CH,Cl,:MeOH

Col - Silica Gel 60
HEX:CH,Cl,:MeOH

Col - Silica Gel 60
HEX:AcOEt:MeOH

4/14

13| |pns

| |15/30| |31/42| | 43/56 | | 57/73 |

| I
|25/33| |34/78| |79/10(1

Col - Silica Gel 60
HEX:CH,Cl,:MeOH

12/22

] [ou]
8/16

Pp-5 |17’19||2°’24| |25’3°| |31’47| |48’52|

22124
Pp-3

41/46
Pp-4

Col - Silica Gel 60
HEX:CH,Cl,:MeOH

| | | |
|5/8| |9/ll| |12/16| |l7/21| |25/40| | | |52/73|

Esquema 4: Processamento cromatografico da fase hexanica do EEB do caule de Pilosocereus pachycladus F.
RITTER.

Fase Diclorometanica - Caule (10,07 g)

Filtracéo -col - Silica Gel 60
HEX:CH,Cl,:MeOH

Hex:CH,Cl,(7:3) CH,Cl, CH,Cl, :MeOH (9:1) CH,CI, :MeOH (8:2) CH,CI, :MeOH (7:3) CH,Cl, :MeOH (1:1)
CLMP-Silica flesh -
HEX:CH,Cl,:MeOH
15 | o3| |48 [roi33| [s4143| |asrs0
Pp-6
Col - Silica Gel 60
HEX:CH,Cl,:MeOH
15 | |6/26 | [27/37| [38/47| [48/59| |60r76| [77/78|[79 Pp-7|[80/91| |92/103
Esquema 5: Processamento cromatografico da fase CH.Cldo caule de Pilosocereus pachycladus F. RITTER
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Fase Diclorometanica - Fruto (10,04 g)

Filtracdo em funil de Buchner - Silica Gel 60
HEX:CH,Cl,:MeOH

Hexano:CH,Cl, Hexano:CH,Cl, CH.CI H.Cl, :MeOH| CH,CI, :MeOH CH,Cl, :MeOH| [CH,CI, :MeOH
(7:3) (1:1) z-2 (9:1) (8:2) (7:3) (1:1)

Hexano:CH,Cl,
(9:1)

| Hexano

Col - Silica Gel 60
HEX:CH,Cl,:MeOH

6/12 13/16) 17/22)

Col - Silica Gel 60
HEX:CH,Cl,:MeOH

1/2 6/10 | |11/16| [17/21] [22/28] |29/33

Col - Silica Gel 60
HEX:AcOEt:MeOH

il/ll 12 ppt Pp-8

Esquema 6: Processamento cromatografico da fase CH2Cl do fruto de Pilosocereus pachycladus F. RITTER.

Fase Hexanica - Flores (10 g)

Col - Silica Gel 60
HEX:CH,Cl,:MeOH

1/14 15/17 18/31 32/35 36/42 43/55 56/60 Pp-11 61/72 73/75 79/82

SSB PPT Pp-9

Col - Silica Flesh
HEX:AcOEt:MeOH

1/7 Pp-10 8/12 13/16 17/23 24/57

Esquema 7: Processamento cromatografico da fase Hexanica das flores de Pilosocereus pachycladus F
RITTER.
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Quadro 1: Fracionamento cromatografico da fase Hexanica do caule de Pilosocereus
pachycladus F. RITTER.

| Eluentes Fracdes obtidas Fracdes reunidas |

Hexano 01-06 1/3 (0,27667Q)

Hexano : CH.Cl, (9:1) 7-10 04/12 (0,047 g)

Hexano : CH.Cl; (8:2) 11-18 13/25 (0,4034 g)

Hexano : CHCl; (7:3) 19-30 26/30 (0,0857 g)

Hexano : CH.Cl, (6:4) 31-34 31/49 (0,4086 q)

Hexano : CHCl; (1:1) 35-40 50/59 (0,3797 0)

Hexano : CHCl; (4:6) 41-53 60/80 (1,2811 g)

Hexano : CH.Cl, (3:7) 54-62 81/97 (0,5023 g)

Hexano : CHCl; (2:8) 63-79 98/113 (0,219 g)

Hexano : CH.Cl; (1:9) 80-91 114-124 (1,066 g)
CH.Cl; 92-98

CH:Cl,:MeOH (99:1) 99-105

CHCl2:MeOH (98:2) 106-113

CH:Cl,:MeOH (95:5) 114-120

CHCl,:MeOH (9:1) 121-124

Quadro 2: Fracionamento cromatografico da sub-fracdo 31/59 da fase Hexanica do caule de
Pilosocereus pachycladus F. RITTER

| Eluentes Fracdes obtidas Frac®es reunidas |
Hexano 01-04 1/24 (0,023 )
Hexano : CH,ClI; (95:5) 05-25 25/33 (0,1288 q)
Hexano : CH:Cl, (9:1) 26-40 34/54 (0,2947 g)
Hexano : CH.Cl; (8:2) 59-93 55/70 (0,0891 g))
Hexano : CH:Cl, (7:3) 94-100 71/78 (0,0266 g)
79/100 (0,0935 g)

Quadro 3: Fracionamento cromatografico da sub-fragdo 1/33 da coluna da sub-fracdo 31/59 da
fase Hexanica do caule de Pilosocereus pachycladus F. RITTER
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| Eluentes Fracdes obtidas | Fracdes reunidas |
| Eluentes Fracdes obtidas Fracdes reunidas |
Hexano : CH,ClI; (98:2) 01-03 1/8 (0,0072 g)
Hexano : CH.Cl (97:3) 04-06 9/11 (0,0281 )
Hexano : CHClI; (95:5) 07-10 12/22 (0,0391q) Pp-1
Hexano : CH2Cl2 (9:1) 11-16
Hexano : CH:Cl; (8:2) 17-19
Hexano : CH:Cl; (7:3) 20-22

Quadro 4: Fracionamento cromatografico da sub-fracdo 81/113 da fase Hexanica do caule de
Pilosocereus pachycladus F. RITTER

| Eluentes Frac6es obtidas Fracdes reunidas |
Hexano : CH:Cl; (7:3) 01-18 01/03 (0,019 g)
Hexano : CH:Cl; (6:4) 19-27 04/14 (0,3954 q) Pp-2
Hexano : CH:Cl; (1:1) 28-31 15/30 (0,0924 g)
Hexano : CH:Cl, (4:6) 32-33 31/42 (0,0394 g)
Hexano : CH:Cl, (3:7) 34-38 43/56 (0,0862 g)
Hexano : CHCl; (2:8) 39-42 57/73 (0,0852 g)
Hexano : CHCl; (1:9) 43-47
CH:CI> 48-51
CHCl2:MeOH (99:1) 52-55
CH:Cl,:MeOH (98:2) 56-59
CH:Cl,:MeOH (95:5) 60-63
CH:Cl,:MeOH (9:1) 64-68
CHCl,:MeOH (8:2) 69-71
CH:Cl,:MeOH (7:3) 72-73
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QIR ALREbiPmwento cromatografic8ld89ub-fracio 11

14/124 dalfad®-4&&Bica do caule de

Pilbtoeaxeusp@diy@lapus F. RITTER  10-34 06/08 (0,0361 g)
Hexano : AcOEt (85:15) 35-45 09/11 (0,0337 g)
Hexano : AcOEt (8:2) 46-55 12/16 (0,0781 g)
Hexano : AcOEt (7:3) 56-57 17/21 (0,0374 g)
Hexano : AcOEt (6:4) 58-59 22/24 (0,0203 g) Pp-3
Hexano: AcOEt (1:1) 60-61 25/26 (0,0094 g)
Hexano: AcOEt (3:7) 62-63 27/29 (0,011 g)
AcOEt 64-65 30/35 (0,033 g)
AcOEt : MeOH (95:5) 66-67 36/40 (0,0621 g)
AcOEt : MeOH (9:1) 68-69 41/46 (0,0494 q) Pp-4
AcOEt : MeOH (8:2) 70-71 47/51 (0,0323 g)
AcOEt : MeOH (7:3) 72-73 52/73 (0,230 g)

Quadro 6: Fracionamento cromatografico da sub-fracdo 60/80 da fase Hexanica do caule de

Pilosocereus pachycladus F. RITTER

| Eluentes Fracdes obtidas Fracdes reunidas
Hexano : CHCl; (8:2) 1-5 1/3 (0,0171 g)
Hexano : CH:Cl; (7:3) 6-17 4/5 (0,0089 g)
Hexano : CH:Cl, (6:4) 18-23 06/07 (0,0285 Q)
Hexano : CHCl; (1:1) 24-28 08/16 (0,6865 q) Pp-5
Hexano : CH.Cl; (4:6) 29-31 17/19 (0,0516 g)
Hexano : CH.Cl; (3:7) 32-34 20/24 (0,1035 g)
Hexano : CH.Cl; (2:8) 35-36 25/30 (0,1966 g)
Hexano : CH:Cl, (1:9) 37-39 31/47 (0,0605 Q)
CHCl; 40-44 48/52 (0,0415 g)

CH:Cl,:MeOH (95:5) 45-48

CHCl2:MeOH (9:1) 49-50

CHCl2:MeOH (8:2) 51-52

Quadro 7: Fracionamento cromatogréfico da fragdo CH>Cl> da fase Diclorometénica do caule de

Pilosocereus pachycladus F. RITTER
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Fracdes reunidas

Eluentes Frac6es obtidas
Hexano : CH:Cl, (4:6) 1-7 01/05 (0,0442 g)
Hexano : CH:Cl; (3:7) 8-15 06/13 (0,0033 g)
Hexano : CH:Cl, (2:8) 16-23 14/18 (0,0127 q) Pp-6
Hexano : CH:Cl; (1:9) 24-31 19/33 (0,0009 g)
CH:Cl; 32-46 34/43 (0,003 g)
CHCl>:MeOH (99:1) 47-50 44/50 (0,027 g)

Quadro 8: Fracionamento cromatogréafico da fragdo CH.Cl>:MeOH (9:1) da fase Diclorometanica
do caule de Pilosocereus pachycladus F. RITTER

Fracdes reunidas

Eluentes Fracdes obtidas
CH:Cl; 1-31 01/05 (0,1677 g)
CH:Cl,:MeOH (99:1) 32-45 06/26 (0,0356 g)
CHCl,:MeOH (98:2) 46-64 27/37 (0,0387 g)
CH:Cl,:MeOH (95:5) 65-74 38/47 (0,0202 g)
CH:Cl,:MeOH (9:1) 75-91 48/59 (0,2937 g)
CH:Cl,:MeOH (8:2) 92-97 60/78 (1,605 g)
CHCl2:MeOH (7:3) 98-100 79 (0,032 g) Pp-7
CHCl,:MeOH (6:4) 101-103 80/103 (2,0321 g)

Quadro 9: Fracionamento cromatografico da fragdo CH>Cl>:MeOH (9:1) da fase Diclorometénica
do fruto de Pilosocereus pachycladus F. RITTER
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| Eluentes

Fracdes obtidas

Fracdes reunidas |

Oua(%ﬁz?(l)a:qgrea?‘ﬁ) %?ns nto cr

pmatografico &515§uh-frag§n 6/1

da frav;ilés({?—lﬂ'éL}Z'%POH (9:1) da

fase DicibfdrMaRidd¥druto d

e PiIosocereu@'ﬁQchycladus F.

RITTER®/12 (09501 )

CH:Cl:MeOH (8:2)

11-19

13/16 (0,3655 g)

20-22

CHCI2:MeOH (7:3)

17/22 (0,0503 g)

| Eluentes Fracdes obtidas Fracdes reunidas
CH:Cl,:MeOH (6:4) 1-6 1/2 (0,1246 q)
CHCl,:MeOH (1:1) 7-12 3/10 (0,808 g)
CH:Cl,:MeOH (4:6) 13-15 11/16 (0,064 g)
CHCl,:MeOH (3:7) 16-21 17/28 (0,1545 g)
CHCl,:MeOH (2:8) 22-33 29/33 (0,0646 g)

Quadro 11: Fracionamento cromatografico da sub-fracdo 1/2 da sub-fracdo 6/12 da fracdo
CH2Cl: MeOH (9:1) da fase Diclorometénica do fruto de Pilosocereus pachycladus F. RITTER

| Eluentes Fracdes obtidas Fracdes reunidas |
CH.Cl:AcOEt (8:2) 120 1/11 (0,0787 g)
CH,CI2: AcOEt (7:3) 21-28 12 ppt (0,025 g) Pp-8
CH2Cl,: AcOEt (6:4) 29-37 12 ssb (0,0091 g)
CH.Cl: AcOEt (L:1) 3845 13/53 (0,0532 @)
CH.Cl: ACOEt (4:6) 4653

Quadro 12: Fracionamento cromatografico da fase Hexanica das Flores de Pilosocereus

pachycladus F. RITTER
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Eluentes Frac6es obtidas Fracdes reunidas
Hexano 01-04 1/14 (0,147 g)
Hexano : CHClI; (95:5) 06-10 15/17 (0,5789 g)
Hexano : CH.Cl, (9:1) 11-17 18/31 (0,3699 g)
Hexano : CHCl; (8:2) 18-22 32/35 (0,6321 g)
Hexano : CH.CI; (7:3) 23-28 36/42 ppt-Pp-9 (0,018 g)
Hexano : CH:Cl, (6:4) 29-35 43/55 (0,223 g)
Hexano : CH.Cl, (1:1) 36-42 56/60 (0,1596 q) Pp-11
Hexano : CH.Cl, (4:6) 43-45 61/72 (0,635 g)
Hexano : CHCl; (3:7) 46-51 73/75 (0,8798 g)
Hexano : CHCl; (2:8) 52-55 79/82(0,2023 g)
Hexano : CHCl, (1:9) 56-60
CHCl; 61-69
CHCl2:MeOH (98:2) 70-75
CH:Cl,:MeOH (95:5) 76-78
CHCl2:MeOH (9:1) 79-82

Quadro 13: Fracionamento cromatografico do SSB da sub-fracdo 36/42 da fase Hexanica das
Flores de Pilosocereus pachycladus F. RITTER

Eluentes

Fracdes obtidas

Fracdes reunidas |

Hexano : AcOEt (7:3) 1-7 1/7 (0,092 q) Pp-10
Hexano : AcOEt (6:4) 8-15 (0,225 g)
Hexano: AcOEt (1:1) 16-25 (0,231 g)
Hexano: AcOEt (4:6) 26-36 (0,0256 g)
Hexano: AcOEt (3:7) 37-45 (0,542 g)
Hexano: AcOEt (2:8) 46-51 (0,245 g)
AcOEt 52-57 (0,036 g)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Substancias isoladas de Pilosocereus pachycladus F. RITTER.

H 2 4
I/\?»/\ /\ H 0 (0]
HO—C (CH)n CH HO
| 1 2 3 \C/ \ //8
H Pp-1 H
H H H=7
\\ 3 5 7 9 11 13 15
s H H
HO 2 4 6 8 10 12 14 16°H
Pp-2 HsCO OCHjy
H H
OH
OH
Pp-6 Pp-8

Pp-3-R=H
Pp-4-R=OH

Pp-5=R=H
Pp-10=R = H, A%%
Pp-7 = R=C¢H 1,06
Pig Pp-ll =R= Celeoe, A22’23

Figura 11: Substancias isoladas de Pilosocereus pachycladus F. RITTER.
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estudo fitoquimico dos Extratos Etandlicos Brutos (EEBs) do caule, do fruto e das flores de
Pilosocereus pachycladus F. RITTER e o estudo das suas respectivas fases e fracionamentos
levaram ao isolamento de doze substancias (Figura 11, p. 68) codificadas com as letras
iniciais do género e espécie (Pp) estudada, seguida da numeracdo de 1 a 11 de acordo com a
ordem em que foram isoladas. Do EEB do caule obteve-se 7 substancias, do EEB do fruto
foram obtidas duas substancias e do EEB das flores foram isoladas e identificadas trés

substancias.
5.2. Caracterizacao estrutural das substéancias isoladas de P. pachycladus
5.2.1 Caracterizacdo estrutural da substancia Pp-1

O espectro de 1V da substancia Pp-1 (Figura 12, p. 69) mostrou absor¢des em 2.948 e
2.868 cm™ e 3.401 cmlatribuidos a v C-H e v O-H respectivamente.

O espectro de RMN?*H de Pp-1(Fig. 13, pag. 70) mostrou sinais para hidrogénios
ligados a C-sp®. Um tripleto em &n 3,63 (t, J=6,56 Hz) prop0s a existéncia de hidrogénio
oximetilénico que acopla com hidrogénios de um grupo CH», fortalecendo a proposta do
espectro no IV da existéncia de uma OH em sua molécula. A existéncia de uma metila
terminal na estrutura foi sugerida pela presenca de um tripleto em 61 0,87. Absorcdes entre on
1,24 e 1,69 revela a presenca de grupos metilénicos. As integracfes para 0s hidrogénios de
carbonos sp® levam a propor que Pp-1 possui oito grupos CH». Estas absorgdes quando
acrescidas de duas referentes a um grupo metila e uma condizente com CH20OH, permitiram
propor que Pp-1 se refere ao decanol.

Os espectros de RMN 3C, APT, (Figs. 14 e 15, pags. 70 e 71) mostrou absorcdes para
dez 4tomos de carbono, sendo oito metilénicos entre ¢ 22 e d¢c 32, um carbono oximetilénico
8¢ 63,09 e um metilico &c 14,13. A compilacdo dos dados espectrais de IV, RMN 'H, RMN
13C e dados da literatura (PAVIA et al., 2010) (Tab.2, pag. 69) permitiram propor que Pp-1
(Fig. Pag. 68) tratava-se do &lcool alifatico decanol, isolado pela primeira vez na familia

Cactaceae.
H 2 4

| /\3/\
HO—C (CH2)n/\CH3

H Pp-1
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Tabela 2: Dados comparativos de RMN H e ¥C de Pp-1 (8, CDCls, 200 e 50 MHz,
respectivamente) com o modeloMo-1(PAVIA et al., 2010).

Mo-1 Pp-1
CH2 6C o0 C oH
1 619 63,09 3,63 (t) J=6,56 — 2H
2 328 32,77
3 258 25,72
4 328 29,34
5 228 29,42
- - 29,61 1,24-1,69 (m)
- - 29,70
- - 31,92
- - 22,69
CHs 14,2 14,13 0,87 (t) J=6,26 — 3H

I .

Figura 12: Espectro de IV (KBr, cm™) de Pp-1.
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Figura 15: Expanséo 1 do espectro de RMN 3C APT (8, CDCls, 50 MHz) de Pp-1.

5.2.2 Caracterizacdo estrutural da substancia Pp-2

A substancia Pp-2 de aspecto s6lido ceroso levantou a hipétese de que poderia tratar-
se de um &cido graxo. O espectro de IV (KBr) (Fig. 16, pag. 73) mostrou-se como 0 espectro
da substancia Pp-1 ao exibir absor¢oes para C-H de carbono sp3. Absorcdes entre 1.448 cm™,
1.421 cm™ e 1.305 cm™ sugerem que a molécula possui grupo C-H sp2. Neste espectro ainda
pode ser observado uma adsorgcdo em 1.704 cm™ que permitiu propor a existéncia de uma
carbonila de acido, uma vez que ainda foram observadas absorgdes na regido de 1.440 cm™ —
1.395 cm™ e 1.320 cm™ — 1.210 cm™? indicativas de v C-O e v O-H de &cidos carbonilicos
respectivamente. A primeira banda de intensidade moderada ocorre na mesma frequéncia da
vibracdo de deformacgéo angular de CH> a carbonila (PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN *H da substancia Pp-2 (Fig 17, p. 73) mostrou-se semelhante a
Fig. 13, p. 70) da substancia Pp-1, todavia a auséncia do sinal em 13,63 em Pp-2 esclarece

que esta molécula ndo possui grupo oximetilénico. Integracdes para 31 hidrogénios de
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carbono sp® (Fig. 18, pag. 74) entre 51 2,34 e 0,87 (Tabela 3, pag. 72) juntamente com

a banda de grupo hidroxila de acido proposto pelo 1V, permitiram sugerir que Pp-2 tratar-se-ia

do acido palmitico.

O espectro de RMN 3C dePp-2 (Fig. 19, pag. 74) e sua expansdo (Fig. 20. Pag. 75)
fortaleceram a proposta de que Pp-2 tratava-se do &cido palmitico ao exibir absorcGes para

carbonila de &cido em &c 180,29, um grupo metila terminal (t) em oc 14,13 e 14 grupos

metilénicos (Tabela 3, pag. 72).

O espectro de massas de baixa resolugédo de Pp-2 (Fig. 21. Pag. 75) adotando o método

de ionizacdo por eletrospray (ESI) exibiu o pico do ion molecular em M-* 255, permitindo

definir para esta substancia uma férmula molecular C1sH320- € ratificar a proposta de que Pp-

2 (Fig. Pag. 72) trata-se do acido palmitico, isolado pela primeira vez na familia Cactaceae.

Tabela 3: Dados comparativos de RMN3C e RMN *H da substancia Pp-2 (5, CDCls, 200 e 50 MHz)
com modelo Mo-2(3, CDCl3z, 400 e 100 MHz), (BANG et al., 2002).

Pp-2

~NouhwNnekR, D

10
11
17
18

0C

179,39

33,98
24,59
29,35
28,96
28,88
28,88

27,64

125,88
127,78

20,61
14,50

0 H

2,34 (t; J=74
1,62 (m)

1,25-1,40 (m)

2,08 (dq)
0,96 (t) J=7,6

BoovouorwnrD

el e
oOUA WN

6C
180,29
34,07
24,65
31,92
29,69
29,43
29,36
29,24
29,05
29,05
29,59
29,69
29,69
29,69
22,69
14,13

O H

2,34 (t) J=7,46 — 2H

1,25 (sl) — 24H

1,59 (q) — 2H
0,87 (t) J=6,44 3H
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5.2.3 Caracterizacao estrutural da substéancia Pp-3.

A substancia codificada como Pp-3 (Esquema 4, p. 58) apresentou-se como um soélido
amorfo verde escuro. O espectro de IV (Fig. 22, p. 78) desta substancia mostrou uma banda
em 3.435 cm™ que permitiu propor se tratar de deformagio axial de N-H de aminas.
Absorcdes entre 3.050 e 2.964 — 2.860 cm™ revelam que a molécula possui C-H de C-sp? e C-
sp? respectivamente, a presenca de carbonila de éster e cetonas séo sugeridas pelas bandas em
1735 e 1701 cm™. Uma outra banda, observada em 1377 cm™, fortaleceu a sugestdo da
presenca de grupo amino, por tratar-se de deformacéo axial de ligacdo C-N. Esta observacao,
aliada & presenca de uma banda em 1618 cm™, condizente com a absor¢do de ligagdo dupla
em sistemas conjugados, levaram a sugerir que a molécula em analise contém ndcleo
porfirinico (SILVERSTEIN et al., 2005; PAVIA et al., 2010).

O espectro de RMN *H (Fig. 23, p. 79) de Pp-3 e suas expansdes (Figs. 24 a 28, p. 79
a 81) exibiram absorg¢des que corroboram a sugestdo que Pp-3 trata-se de uma substancia com
nacleo porfirinico. Esta sugestdo foi fortalecida pelos sinais para quatro metilas de aneéis
pirrdlicos em 3,82 (CH3-12%); 3,40 (CH3-2Y); 3,21 (CHs-7%) e 1,81 (CH3-18%) sendo os trés
primeiros referentes as metilas dos anéis Ill, I e Il, sendo o quarto sinal condizente com a
metila do anel 1V do nucleo porfirinico (Tabela 4, p. 85). O sinal em 6 3,21 atribuido ao CHs-
7’ permitiu propor que Pp-3 trata-se da feofitina a, uma vez que a feofitina b possui em C-7*
um grupo aldeido (SCHWIKKARD et al., 1998; BRITO FILHO et al., 2014).

Ainda analisando o espectro de RMN H (Fig. 23, p. 79) e suas expansdes expansdes
(Figs. 24 a 28, p. 79 a 81) se fortalece a proposta do nucleo porfirinico ao observar sinais para
hidrogénios vinilicos Ha - 3 em &y 7,98 (dd, J=17,78 Hz e 11,51 Hz) que acopla trans com
Hc - 32 em 8n 6,28 (dd, J=17,78 Hz) e cis com Hb - 3% em &y 6,17 (dd, J=11,51 Hz e 1,0 Hz).
Este por sua vez acopla geminado com Hc - 32 (J=1,0 Hz) (Tabela 6, p. 104). Foram ainda
observados sinais para trés hidrogénios olefinicos em & 9,38, o1 9,53 € dH 8,58 condizentes
com os hidrogénios H-5, H-10 e H-20 respectivamente, do nucleo porfirinico das feofitinas
(MATSUO et al., 1996; DUAN et al., 2002 e SILVA et al. 2006). Um singleto largo em 6n
3,88 (H-13% (Fig. 26, p. 80) com integracdo para trés hidrogénios, caracteriza o grupo
metoxila, fortalecendo a sugestdo dada pelo 1V (Fig. 22, p. 78) da presenca deste grupo em
Pp-3 na posicdo C-13* Um tripleto em &n 1,69 (Fig. 27, p. 81) com J=7,55 Hz condiz com
hidrogénios do grupo CHs, da posicdo C-82, (Tabela 4, p. 85). A figura 25 (p.80), nos mostra
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um singleto em &y 6,27 condizente com o hidrogénio da posigdo 132, indicando que o referido
ndcleo porfirinico seria hidrogenado naquela posigéo.

As figuras 27 e 28, p. 81 sugerem que a substancia em analise possui em sua estrutura
o grupo fitil éster em C-17°. Esta sugestdo baseou-se na existéncia de um envelope referente a
sinais para hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos entre d4 0,8 e 2,9 o1 (Mo-3)
(TOMAZ et al., 2008). A localizacdo do grupo fitil éster no C-17° de Pp-3 fundamentou-se
também quando comparados os dados desta molécula com o 173 — etoxifeoforbideo (SILVA
et al., 2006), que ndo possui o referido grupo (Tabela 5, p. 86).

A compilacéo dos dados de IV e RMN*H, em consonancia com os dados da literatura
(Tabela 4, p. 85) levaram a sugerir que Pp-3 possui o nacleo porfirinico e um grupo fitila
(Tabela 5, p. 86) podendo tratar-se da feofitina a (Fig. p. 78).

A anélise dos espectros de RMN ¥C-APT (Figuras 29 a 31, p. 82 a 83, Tabelas 4 e 5,
p. 85 e 86) revelou picos para 55 &omos de carbono, onde po6de-se definir 19 nédo
hidrogenados, 11 metinicos, entre os quais um vinilico em 8¢ 129,04 (C-3'), 14 metilénicos,
com destaque também para um carbono vinilico em 8¢ 122,98 (C-32%) e 11 metilicos com um
sinal em d&¢c 52,86, tipico de CH3 de metoxila de éster, que fortalece as sugestdes do 1V e
RMN!H para a existéncia desse grupo em Pp-3 (Tabela 4, p. 85).

A sugestio feita, baseando-se nos dados de RMNH, que Pp-3 pode tratar-se da
feofitina a foi fortalecida pelo espectro de RMN *C-APT (Figuras 29 a 31, p. 82 e p. 83) que
mostrou um envelope de sinais com 17 absorcBes referentes aos carbonos metinicos,
metilénicos e metilicos do radical fitila. Outros dados que fortaleceram a presenca do referido
radical em Pp-3 foram trés sinais: um em 3¢ 61,46 atribuido ao carbono oximetilénico (CH»-
P1) e dois referentes aos carbonos olefinicos (CH-P2) em 8¢ 117,79 e (CH-P3) em 8¢ 142,19
(Tabela 5, p. 86).

Os demais assinalamentos de carbonos no que diz respeito a cadeia lateral de fitol
foram determinados com base em comparagdo com dados da literatura (MELQOS et al, 2007;
Tabela 5, p. 86), permitindo identificar a substancia Pp-3 como sendo a Feofitina a (Fig. p.

78) descrita pela primeira vez na familia Cactaceae.
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Figura 22: Espectro de IV (KBr, cm™) de Pp-3.
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Figura 23: Espectro de RMN *H (8, CDCls, 200 MHz) de Pp-3

Figura 24: Expanséo 1 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 200 MHz) de Pp-3.
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Figura 26: Expansdo 3 do espectro de RMN *H (5, CDCls, 200 MHz) de Pp-3.

81



Figura 27: Expanséo 4 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 200 MHz) de Pp-3

Figura 28: Expansdo 5 do espectro de RMN *H (5, CDCls, 200 MHz) de Pp-3
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Figura 31: Expanséo 2 do espectro de RMN 3C APT (8, CDCls, 50 MHz) de Pp-3.

5.2.4 Caracterizacao estrutural da substéancia Pp-4.

A substancia codificada como Pp-4, mostrou um espectro no infravermelho (Fig. 32,
p. 87) semelhante ao espectro de 1V da substancia Pp-3 (Fig. 22, p. 78). Esta semelhanca
possibilitou sugerir que a substancia em analise poderia tratar-se da feofitina a. Todavia uma
banda forte em 3435 cm™ com feicdo diferente daquela em Pp-3 (Fig. 22, p. 78) com
caracteristica v N-H e/ou OH, juntamente com as outras bandas de absorcdo, levantou a
hipbtese de que Pp-4 poderia tratar-se de uma substancia porfirinica com hidroxila em sua
molécula (SILVERSTEIN et al., 2005; PAVIA et al., 2010).

Os espectros de RMN H (Figs. 33 a 36, p. 87 a 89, Tabela 4, p. 85) de Pp-4
fortaleceram a hipdtese levantada pelo espectro de 1V (Fig. 32, p. 87), de que Pp-4 poderia
tratar-se de uma feofitina a ao exibir sinais para as metilas ligadas a C sp?, proximos a N,
CHs-7* (8¢ 3,17); CHs-2* (8¢ 3,40) e CH3-121 (8¢ 3,62) (Fig. 46, p. 100) condizentes com as
metilas do ndcleo porfirinico da feofitina a, além de sinais referentes a um grupo de
hidrogénios vinilicos em 6n 7,96 (dd-J=17,79 Hz e 11,54 Hz), 6 1 6,26 (Trans) (dd-J=17,87
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Hz e 1,5 Hz), 6+ 6,16 (Cis) (dd, J=11,54 Hz e 1,5 Hz) (Figs. 35 e 36, pgs. 98 e 99) (Tabela. 4,
p. 85).

Corroborando a proposta dada pelo IV e RMN H de que Pp-4 trata-se da feofitina a,
a interpretacdo da fig. 36, p.89 mostrou sinais para seis grupos metila entre 6 1 0,84 € d H
1,70, sendo cinco destes referentes a metilas do grupo fitol que se une ao nucleo porfirinico da
referida feofitina através do C-17° (Tabela. 5, p. 86).

Numa analise comparativa entre a figura 25, p. 80 de Pp-3 e a figura 35 p. 88, de Pp-4
pOde-se observar nesta a auséncia de um singleto em § 6,27 atribuido ao H-13%da estrutura de
Pp-3. Este fato em consonancia com a sugestdo levantada pelo IV (Fig. 32, p. 87) de que Pp-4
possuia grupo hidroxila em sua molécula, além de comparacfes com a literatura (JERZ et al.,
2007) (Tabela 4, p.85) permitiram propor que a substancia em analise tratava-se da 132
hidroxi-(13%-S) -feofitina a (Fig. p.103).

A analise dos espectros de RMN *3C de Pp-4 utilizando a técnica APT (Figuras 37 a
39, p.89 e 90, Tabelas 4 e 5, p. 85 e 86) revelou picos para 55 atomos de carbono, condizentes
com a estrutura da feofitina a, no entanto um sinal em &¢ 88,96 (Fig. 38, pag. 90) caracteriza
um carbono n&o hidrogenado e oxigenado, permitindo propor que o C-132 da substancia em
andlise difere do C-132 de Pp-3 e possui um grupo hidroxila. (Tabelas 4 e 5, p. 85 e 86).

A compilagdo dos dados de 1V, RMN'H e RMN *3C de Pp-4e comparacbes com
modelos da literatura (JERZ et al., 2007) (Tabelas 4 e 5, p. 85 e 86) permitiram defender a
proposta de que Pp-4 trata-se da 13%-hidroxi-(132-S)-feofitina a, substancia isolada pela

primeira vez na espécie P. pachycladus.




Tabela 4: Dados comparativos de RMN *H e *C de Pp-3 e Pp-4 (5, CDClIs, 200 e 50 MHz,
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respectivamente) com o modelos Mo-3 (5, CDCls, 500 e 125 MHz; TOMAZ et al., 2008).

Mo-3 Pp-3 Pp-4
C o0C oH 0C oH o0C oH
1 142,34 - 142,78 - 141,98 —
2 131,10 - 132,09 - 131,69 —
2t 12,26 3,39 (s) 12,07 3,40 (s) 12,08 3,40 (s)
3 136,82 - 136,69 - 136,41 —
129 19 7,95 (dd, J=17,85 7,98 (dd-J=17,81 Hz e 128,96 7,96 (dd-J=17,79 Hz
3t ' Hz, 11,48 Hz) 129,04 11,51 Hz) e11,54 Hz
6,28 (trans) (dd- 122,81 6,26 (Trans) (dd-
32 6,27 (trans) (d, 122,98 J=17,78Hz) e J=17,87 e 1,5 Hz Hz)
123,11 J=17,95 Hz) € 6,18 6,17(Cis) (dd-J=11,51 e 6,16 (Cis)
(cis) (d, J=11,10 Hz) Hz e 1,0 Hz) (dd=11,56Hz e 1,5
Hz)
4 136,51 - 136,44 - 136,41 —
5 97,66 9,35 (s) 97,52 9,38 (s) 97,85 9,54 (s)
6 155,55 - 155,55 - 150,94 —
7 136,14 - 135,89 - 136,17 —
7t 11,35 3,19 (s) 11,20 3,21 (s) 11,17 3,17 (s)
8 145,25 - 145,04 - 145,09 —
gt 19,60 3,63 (m) 19,47 3,68 (s, 2H) 19,38 3,72 (S)
82 17,52 1,66 (m) 16,28 1,69 (t) J=7,55Hz 17,41 1,64 (1)
9 150,92 - 150,05 - 155,25 —
10 104,59 9,51 (s) 104,44 9,53 (s) 104,16 9,37 (s)
11 138,14 - 138,00 - 137,73 —
12 129,03 - 129,14 - 129,32 —
121 12,32 3,69 (s) 12,09 3,82 (s) 12,27 3,62 (s)
13 129,14 - 129,14 - 126,85 —
13! 189,81 - 189,51 - 192,07 —
132 64,90 6,30 (s) 64,75 6,27 () 88,96 —
132 169,77 - 169,49 - 173,63 —
134 53,07 3,91 (s) 52,86 3,88 (s) 53,38 3,72 (s)
14 149,59 - 150,02 - 149,79 —
15 105,10 - 105,63 - 107,64 —
16 161,19 - 161,30 - 162,42 —
17 51,42 4,15 (m) 51,30 4,16 (m) 51,77 4,14 (m)
17t 29,89 - 29,68 - 29,67 —
172 31,42 - 31,24 - 31,56 —
173 173,18 - 173,83 - 172,76 —
18 50,36 4,34 (m) 50,19 4,47 (m) 50,30 4,53 (m)
18! 23,28 1,84 (d) 23,08 1,81 (d) 22,69 1,62 (m)
19 172,63 - 172,89 - 172,40 —
20 93,72 8,60 (s) 93,59 8,58(s) 93,60 8,63 (s)
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Tabela 5: Dados comparativos de RMN 3C da cadeia fitila de Pp-3 e Pp-4 (5¢c, CDCls, 50 MHz)
com o modelo Mo-4 (dc, CDCls, 75 MHz; MELOS et al., 2007).

Mo-4 Pp-3 Pp-4
C
P1 59,40 61,46 61,55
P2 123,10 117,79 117,81
P3 140,10 142,19 142,75
P4 39,80 39,78 39,80
P5 25,10 24,98 24,97
P6 36,60 37,37 37,35
P7 32,70 32,60 32,72
P8 37,20 37,31 37,28
P9 24,50 24,86 24,74
P 10 37,30 37,25 37,22
P11 32,60 32,74 32,59
P12 37,30 36,63 36,61
P13 24,70 24,74 24,39
P14 39,30 39,34 39,32
P 15 27,90 27,94 27,93
P 16 22,70 22,68 22,69
P17 22,60 22,59 22,60
P11t 19,70 19,70 19,69
p7 19,70 19,63 19,63

p3 16,10 17,30 16,30
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Figura 32: Espectro de 1V (KBr, cm™) de Pp-4.

Figura 33: Espectro de RMN !H (8, CDCls, 200 MHz) de Pp-4
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Figura 35:Expanséo 2 do espectro de RMN H (8, CDCls, 200 MHz) de Pp-4.
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Figura 36: Expanséo 3 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 200 MHz) de Pp-4
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Figura 37: Espectro de RMN *3C APT (8, CDCls, 50 MHz) de Pp-4.
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Figura 39: Expanséo 2 do espectro de RMN 3C APT (8, CDCls, 50 MHz) de Pp-4.
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5.2.5 Caracterizacao estrutural da substéancia Pp-5.

A substancia codificada como Pp-5 mostrou-se como cristais brancos. Seu espectro no
IV (Fig. 40, p. 92) mostrou bandas caracteristicas de estiramento de carbonos sp® metinicos,
metilénicos e metilicos entre 2949 e 2858 cm™, uma banda em 3425 cm™, referente a
estiramento O-H sugere que a molécula em andlise possui grupo hidroxila. A presenca de
absorcdo em 1445 cm™ fortaleceu a presenca de carbonos metilicos, por tratar-se de
deformacédo axial da ligacdo C-H de CH3z e a presenca de estiramento VC=C pode ser
proposta pela absor¢do em 1371 cm™. Em 1030, 969, e 815 cm™ observaram-se bandas de
absorcdo que remetem a estiramento C-O de alcool e deformacgdo angular de OH de alcool
(SILVERSTEIN et al., 2005; PAVIA et al., 2010).

A analise do espectro de RMN *H (Figura 41, pag. 93 e Figura 42, pag. 93) de Pp-5 e
suas expansdes mostraram absorgdes simples ¢ multiplas na regido compreendida entre oH
0,64 e 3u2,0 que caracterizam hidrogénios metinicos, metilénicos e metilicos de carbono sp®
presentes em estruturas como triterpenos e esteroides. Através do multipleto em o1 3,50 (Pp-
5) pbde-se inferir a presenca de um hidrogénio oximetinico da posicdo 3 de ndcleo esteroidal
e/ou triterpénico (KONGDUANG, et al., 2008). O espectro revelou ainda um dubleto em 6H
5,34 (Pp-5) caracteristico de hidrogénio olefinico no C-6, sugerindo que pode tratar-se de um
fitoesterdide (AHMED, 1992).

A analise do espectro de RMN 3C de Pp-5 (Figura 43 pag. 94) mostraram absorcdes
para 29 atomos de carbono. A presenca de metilas esteroidais pode ser vista pelo conjunto de
absorgdes entre dc 11,80 ¢ 6 21,18 (Fig. 44, pag. 94), caracteristicas destes grupos,
reforcando, portanto, a proposta de niicleo esteroidal, levantada pelo espectro de RMN *H. Os
sinais para carbono sp?metinico em 5c121, 68 (Pp-5) e ndo-hidrogenado em 5c140,67 (Pp-5)
foram condizentes com a dupla liga¢éo nas posi¢des C-5 e C-6 do B-sitosterol.

Os dados espectrais de RMN H e *C de Pp-5 quando comparados com os modelos da
literatura (KONGDUANG, et al., 2008) (Tabela 6, pag. 96) tornaram possivel confirmar que

Pp-5 trata-se do B-sitosterol substancia descrita pela primeira vez no género Pilosocereus.
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Figura 40: Espectro de IV (KBr, cm™) de Pp-5.
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Figura 41: Espectro de RMN *H (8, CDCls, 200 MHz) de Pp-5
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Figura 42: Expanséo 1 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 200 MHz) de Pp-5
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5.2.6 Caracterizacao estrutural da substancia Pp-7.

A substancia Pp-7 mostrou-se como um pé amorfo. O aspecto amorfo desta substancia
e a solubilidade para obtencdo do espectro de RMN 'H somente em piridina levantaram a
hipétese da substancia tratar-se de uma molécula polar.

O espectro de RMN *H de Pp-7 (Fig 45, pag. 97) mostrou-se semelhante a0 RMN *H
de Pp-5 (Fig. 41, pag. 93) levando a sugerir que a molécula em analise tratava-se do f-
sitosterol glicosilado uma vez que na Fig. 45, p. 97 e sua expansao (Fig. 46, p. 97), pode ser
observado um multipleto em dn 3,97 referente a hidrogénio C-3, que se liga a unidade osidica,
um dubleto em 6n 5,07 referente ao hidrogénio anomérico (H-1") e multipletos entre 6+ 4,00 e
4,62 referentes a hidrogénios oximetinicos de unidade osidica. Estas absor¢Ges permitiram
propor que Pp-7 tratava-se do B-sitosterol glicosilado. (Tabela 6, p. 96)

O espectro de RMN 3C (Fig. 47, p. 98) corroborou a proposta ao exibir absorcdes
para o ndcleo esteroidal. A figura 48, pag. 98 exibe os sinais referentes ao C-sp?, C-5e C-6 e
uma absor¢ao em 6c 102,53 atribuido ao carbono C-1’ da unidade osidica. Absor¢des entre dc
78,57 — 71,62 e 62,79 fig. 49 p. 99 referem-se aos carbonos oximetinicos e oximetilénicos,
respectivamente da unidade de glicose. (Tabela 6, p. 96)

Os dados de RMN *H e RMN *3C de Pp-7, comparados aqueles de Pp-5 e a modelos
da literatura confirmaram que Pp-7 tratava-se do B-sitosterol glicosilado, inédito na espécie P.

pachycladus.
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Tabela 6: Dados comparativos de RMN1H (51, CDCls, 200 MHz) e RMN 3C (8¢, CDCls, 50 MHz)
das substancias Pp-5 e Pp-7 com modelos Mo-5 (KONGDUANG, et al., 2008) e Mo-6 (KOJIMA et

al., 1990).

10
13
CH
3

6

Mo - 58
140,72

36,48
42,29

71,80

121,71

31,87
50,08
56,73
56,00
36,12

45,78
29,08

37,21
31,62
42,18
31,87
21,07
39,73
24,28
28,23
33,90
25,99
23,02

11,84
19,38
18,75
19,81

19,00

11,96

8.Pp-5
140,67

36,46
42,27

71,80

121,68

31,85
50,06
56,71
55,99
36,12

45,76
29,08

37,20
31,57
42,27
31,91
21,05
39,72
24,28
28,23
33,88
25,97
23,01

11,84
19,39
18,75
19,82

19,00

11,96

8., Pp-5

3,50 (m)
5,34 (d,
J=5,34 Hz)

0,67 (5)
0,99 (s)

0,88 (d,
J=11,31
Hz)
0,82(d,
J=2,30 Hz)
0,84 (dI)

Mo - 65 .

141,0
37,0
42,4

78,3
122,0

32,1
50,4
57,0
56,3
36,5

46,1
29,5
102,6
75,4
78,7
71,7
78,5

37,6
30,3
39,4
32,2
21,4
40,0
24,6
28,7
34,3
26,4
23,4
62,9

12,0
19,3
19,1
19,5

20,1

12,2

8. Pp-7
140,85

36,91
42,46

78,48

121,91

32,04
50,32
56,81
56,21
36,40

46,0
29,46

102,53

75,31
78,57
71,72
78,48

37,47
30,25
39,32
32,04
21,29
39,94
24,52
28,56
34,19
26,33
23,37
62,79

12,13
19,43
19,96
20,00

21,29

12,17

8, Pp-7

3,97 (m)
5,37 (sl)

4,29 (t)
4,06 (m)

4,48 (dd, J=5,5 Hz
e 11,70 Hz)

0,68 (s)
0,91 (s)
0,95 (d)
0,99 (d)
0,88 (d)

0,86 (d)




98

mmmmmmmmmmmm

8.740

7507

1228
4‘."
45
3
339
m
m
03
00
a7
78
730
554
491
430
174
A7
ma
WB
780
n
512
428
358
34
287
254
023
993
-

lnlnln 111111-r-v-l-r-v-tnﬂwﬂwﬂﬂwﬂv—v—v—v—v—v-'v-v-'-'v-v-':iu

L U

" 80 70 60 50 40 30 20 10 0o
pprm (11}

Figura 45: Espectro de RMN *H (8, CsDsN, 200 MHz) de Pp-7

Figura 46: Expansdo 1 do espectro de RMN *H (5,CsDsN, 200 MHz) de Pp-7
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5.2.7 Caracterizacao estrutural da substancia Pp-10.

A substéncia codificada como Pp-10 (Esquema 7, pag. 59) foi isolada na forma de
cristais brancos. O espectro de RMN H (Fig 50, p.102) mostrou-se semelhante a figura 41
pg. 93 de Pp-5, fato que levantou a hipdtese de que Pp-10 seria igual a Pp-5. Todavia um
multipleto entre dx 5,18 e 4,9 (Fig. 51, pag. 102) com integracdo para dois hidrogénios
mostrou que a molécula em andlise possuia mais dois hidrogénios olefinicos. Este dado
permitiu propor que Pp-10 poderia tratar-se de uma mistura do 3-sitosterol e stigmasterol.

O espectro de RMN 3C (Fig 52. Pag. 103) e sua expansdo (Fig. 53, pag. 103)
mostraram absor¢des para quatro carbonos sp? sendo um ndo hidrogenado e trés
hidrogenados que correspondem exatamente aos carbonos C-5 e C-6 (6c 140,70 ¢ 121,63) e 6c
138,28 e 129,80 atribuidos aos carbonos C-22 e C-23 do stigmasterol.

A compilacio dos dados de RMN H e RMN 3C de Pp-10, comparacdes com dados
de Pp-5 e modelos da literatura tabela 7, pag. 101, permitiram definir Pp-10 como a mistura

do B-sitosterol (Pp-5) e stigmasterol (Pp-10).
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Pp-10
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Tabela 7: Dados comparativos de RMN 3C das substancias Pp-5, Pp-10a e Pp-10 (5¢c, CDCls, 50
MHz) com modelos Pp-5, Mo-5 e Mo-7 (KONGDUANG, et al., 2008).

Mo-5 Mo-7 Pp-5 Pp-10a Pp-10
(Sitosterol)  (Estigmasterol)
C oc oc oc OH oc OH oc OH
5 140,72 140,72 140,67 140,70 140,70
10 36,48 36,48 36,46 36,43 36,43
13 42,29 42,29 42,27 42,25 42,25
CH
3 71,80 71,80 71,80 3,50 (m) 71,68 3,48 (m) 71,68 3,48 (m)
6 121,71 121,71 121,68 5,34 (d, 121,63 5,31 (d, 121,63 5,31 (d, J=5,2
J=5,34 Hz) J=5,2 Hz) Hz)-
8 31,87 31,87 31,85 31,82 31,82
9 50,08 50,08 50,06 50,06 50,06
14 56,73 56,83 56,71 56,69 56,80
17 56,00 55,90 55,99 55,99 55,87
20 36,12 40,50 36,12 36,09 40,47
22 - 138,32 - - 138,28 5,12 (dd, J=15,2
e 8,2 Hz)
23 - 129,22 - - 129,20 4,97 (dd, J=15,2
e 8,2 Hz
24 45,78 51,21 45,76 45,74 51,19
25 29,08 31,87 29,08 29,06 29,06
CH:
1 37,21 37,21 37,20 37,20 37,20
2 31,62 31,62 31,57 31,55 31,55
4 42,18 42,29 42,27 42,20 42,14
7 31,87 31,87 31,91 31,82 31,82
11 21,07 21,07 21,05 21,02 21,02
12 39,73 39,64 39,72 39,72 39,62
15 24,28 24,34 24,28 24,25 24,31
16 28,23 28,92 28,23 28,20 28,89
22 33,90 - 33,88 33,87 -
23 25,99 - 25,97 25,99 -
28 23,02 25,40 23,01 22,00 25,37
CHs
18 11,84 12,03 11,84 0,67 (s) 11,81 0,64 (s) 11,93 0,66 (s)
19 19,38 19,38 19,39 0,99 (s) 19,35 0,97 (s) 19,35 0,97 (s)
21 18,75 21,05 18,75 - 18,73 - 21,18 -
26 19,81 21,20 19,82 0,88 (d, 19,78 0,88 (d, 21,06 0,88 (d, J=15,2
J=11,31 Hz) J=15,2 Hz)
Hz)
27 19,00 18,95 19,00 0,82(d, 18,99 0,79 (d, 18,95 0,79 (d, J=2,0
J=2,30 Hz) J=2,0Hz Hz
29 11,96 12,25 11,96 0,84 (dI) 11,99 0,84 (1) 12,22 0,84 (1)




103

w1

a4

—_—1

- ———s

v
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Figura 51: Expansdo 1 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 200 MHz) de Pp-10.
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5.2.8 Caracterizacao estrutural da substéancia Pp-11.

A substancia Pp-11 (Esquema 7, p. 59) foi isolada na forma de um pé amorfo. O seu
espetro de RMN *H (Fig 54, pag. 106) quando comparado com RMN H de Pp-7 (Fig.45,
pag. 97) levou a sugerir que a molécula em discussdo poderia tratar-se do [-sitosterol
glicosilado (Fig. Pag. 95), todavia a feigdo das absorgdes entre on 5,03 e 5,13 (Fig 55, pag.
106) de Pp-11 quando comparadas com as mesmas regides (Fig 42, p.93) de Pp-7 e (Fig. 51,
pag. 102) de Pp-10 permitiram sugerir que a molécula de Pp-11 poderia ser uma mistura de
esteroides glicosilados.

A anélise de espectros de RMN 3C de Pp-11 e suas expansodes (Figs. 56 a 58, pags.
107 e 108) mostram absorcdes que permitiram propor que a molécula em analise tratava-se de
uma mistura do [-sitosterol glicosilado (Pp-7) e do estigmasterol glicosilado (Pp-11),
proposta ratificada quando comparados os dados espectrais de Pp-11 com aqueles atribuidos
para Pp-5; Pp-7; Pp-10. (Tabela, 8, pag. p 105).

Pp-11
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Tabela 8: Dados comparativos de Pp-7 e da mistura Pp-11a/Pp-11 (6CsDsN, 200 e 50 MHz)
com dados da literatura (6 CsDsN, 400 e 100 MHz), Mo-8 e Mo-9 (KOJIMA et al., 1990).

sitosterol-3-O-D-glicopiranosideo Pp-7/ Pp-11a estigmasterol-3-O-B-D-glicopiranosideo - Pp-11
C Mo-85. §.Pp-7 d,,Pp -7 3.Pp-11a 8, Pp-lla Mo-96. §.Pp-11 3, Pp-11
5 141,0 140,85 140,88 141,0 140,88
10 37,0 36,91 37,01 37,0 37,01
13 42,4 42,46 42,56 42,4 42,56
CH
3 78,3 78,48 3,97 (m) 78,13 3,96 (m) 78,3 78,13 3,96 (m)
6 122,0 121,91 5,37 (sl) 121,91 5,36 (M) 122,0 121,91 5,36 (M)
8 32,1 32,04 32,14 32,1 32,14
9 50,4 50,32 50,41 50,4 50,41
14 57,0 56,81 56,89 57,1 56,89
17 56,3 56,21 56,30 56,2 56,30
20 36,5 36,40 36,47 36,9 36,47
22 34,3 - - 138,9 138,88 5,19-5,10
(m)
23 26,4 — - 129,5 129,44 5,19-5,10
(m)
24 46,1 46,0 46,1 51,5 51,49
25 29,5 29,46 29,26 32,2 32,14
1 102,6 102,53 102,58 102,6 102,58
2’ 75,4 75,31 75,37 75,4 75,37
3 78,7 78,57 78,64 78,7 78,64
& 71,7 71,72 429(b) 71,72 4,29 (1) 71,7 71,72 4,29 (1)
5 78,5 78,48 4,06 (M) 78,53 4,06 (m) 78,5 78,53 4,06 (M)
CH:2
1 37,6 37,47 37,56 37,6 37,56
2 30,3 30,25 30,34 30,3 30,34
4 39,4 39,32 39,43 394 39,43
7 32,2 32,04 34,29 32,2 34,29
11 21,4 21,29 21,38 21,4 21,38
12 40,0 39,94 40,03 39,9 40,03
15 24,6 24,52 24,62 24,7 24,62
16 28,7 28,56 28,64 29,4 28,64
22 34,3 34,19 34,29 - -
23 26,4 26,33 26,48 - -
28 23,4 23,37 23,49 25,8 23,49
6 62,9 62,79 4,48 (dd, 62,88 4,58 (dd, 62,9 62,88 4,58 (dd,
J=5,5 Hz J=12e24 J=12e24
e 11,70 Hz) Hz)
Hz) 4,41 (dd, 4,41 (dd,
J=12e5 J=12e5
Hz) Hz)
CHs
18 12,0 12,13 0,68 (s) 12,08 0,66 (s) 12,3 12,08 0,66 (s)
19 19,3 19,43 0,91 (s) 19,32 0,96 (s) 19,3 19,32 0,96 (s)
21 19,1 19,96 0,95 (d) 19,11 0,97 (d) 21,7 19,11 0,97 (d)
26 19,5 20,00 0,99 (d) 19,52 0,90 (d) 21,4 19,52 0,90 (d)
27 20,1 21,29 0,88 (d) 20,09 0,88 (d) 20,1 20,09 0,88 (d)

29 12,2 12,17 0,86 (d) 12,26 0,84 12,6 12,26 0,84
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Figura 54: Espectro de RMN H (5CsDsN, 200 MHz) de Pp-11.

Figura 55: Expansdo 1 do espectro de RMN *H (8§CsDsN, 200 MHz) de Pp-11.
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Figura 57: Expanséo 1do espectro de RMN *CAPT (8CsDsN, 50 MHz) de Pp-11.
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5.2.9 Caracterizacgao estrutural da substéncia Pp-9.

A substancia Pp-9 (Esquema 7, pag. 59) apresentou-se como cristais brancos e
soltiveis em cloroformio / Acetato de etila (8:2). O seu espectro de RMN H (Fig. 59, p. 112)
mostrou-se semelhante ao mesmo espectro de Pp-5 (Fig. 41, p. 93), fato que possibilitou
sugerir que Pp-9 se tratava do B-sitosterol. Todavia, a0 se observar a presenga de dois
singletos largos em 61 4,69 e 4,62 (Fig. 60, pag. 112) se pdde deduzir que esta molécula
possui um C-sp? terminal (OLIVEIRA-SILVA et al., 2010), sugestivo, portanto, de que Pp-9
poderia tratar-se de uma mistura de duas moléculas de esteroides.

A andlise do espectro de RMN *3C de Pp-9 (Fig. 61, 113) e suas expansdes (Figs. 62 a
64, pags. 113 e 114) revelou absor¢des para 58 atomos de carbono, corroborando a proposta
de que esta substancia poderia tratar-se da mistura de dois esteroides. A existéncia da dupla
ligagdo terminal foi fortalecida pelas absorgdes para um carbono sp? terminal em 8¢ 156,79,
que estaria ligado a um C-sp?ndo hidrogenado em 8¢ 105,94 (Fig. 62, pag. 113).

O espectro de correlagcdo heteronuclar HMQC (Fig, 65, p.115) mostrou as correlagcdes
existentes entre os hidrogénios e seus respectivos carbonos. A existéncia de dupla ligacdo

entre C-5 e C-6 (Pp-5 e Pp-9) e C-24 e C-28 (Pp-9) tornou-se inequivoca pelas ligacoes entre
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0 H-6/C-6 (61 5,31/ dc 121,64), observando que oc 121,64 apresentou intensidade para 2
atomos de carbono e ligagdes entre dois hidrogénios H-28 (dn H-28a em 4,63 ¢ 61 H-28b em
4,68), ambos ligados ao C-28 (8¢ 105,54).

O espectro de correlacdo heteronuclear (HMBC) (Fig 67, pag. 116) fortalece esta
proposta ao mostrar correlagdes a duas e trés ligagdes entre os hidrogénios de C-sp®com os C-
sp? (8¢ C-24/156,54; 8¢ C-5/140,75; ¢ C-6 /121,64 e 5¢c C-28/105,54). A Fig. 68, pag. 116
ratifica que Pp-9 é composta de B-sitosterol (Pp-5) e ergosterol (Pp-9) pelas correlagdes a 2J
entre 0 H-6 com o C-7 e 3J deste mesmo hidrogénio com os carbonos C-4; C-8 e C-10, como
também dos H-28 (H-28a e H-28b) com o C-25, além de uma correlagdo *J com o C-22
(Tabela 10 pag. 111).

A compilacdo destes dados e comparac6es com Pp-5 e dados da literatura (Oliveira-
Silva et al., 2010), permitiram propor que Pp-9 trata-se de uma mistura do p-sitosterol (Pp-5)
e B-sitosterol A%*?8 (Ergosterol — Pp-9) (Tabela 9, p. 110).
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Tabela 9: Dados comparativos de RMN *3C das substancias Pp-9a e Pp-9 (5c, CDCls, 125 MHz)
com Pp-5.

Pp-5 (Sitosterol) Pp-9a Pp-9

C oc oc OH ocC OH

5 140,67 140,75 140,72

10 36,46 36,48 36,48

13 42,27 42,30 42,27

24 - 156,79 —
CH

3 71,80 71,74 3,48 (m) 71,74 3,48 (M)

6 121,68 121,64 5,31(d,J=45Hz) 121,64 5,31 (d, J=4,5Hz)

8 31,85 31,90 31,90

9 50,06 50,13 50,13

14 56,71 56,75 56,75

17 55,99 56,00 56,65

20 36,12 36,12 36,15

22 — — —

23 - — -

24 45,76 45,84 _

25 29,08 29,17 29,17
CH:

1 37,20 37,25 37,25

2 31,57 31,63 31,63

4 42,27 42,27 42,27

7 31,91 31,87 31,63

11 21,05 21,07 21,07

12 39,72 39,77 39,77

15 24,28 24,27 24,27

16 28,23 28,22 28,22

22 33,88 33,94 33,94

23 25,97 26,11 26,11

28 23,01 23,07 105,94 4,68 (Ha), 4,63 (Hb)
CHs

18 11,84 11,81 0,65 (s) 11,84 0,65 (s)
19 19,39 19,37 0,98 (s) 19,38 0,98 (s)
21 18,75 18,76 0,90 (d) 18,75 0,90 (d)
26 19,82 19,78 0,89 (d) 19,81 0,89 (d)
27 19,00 19,03 0,79 9(d) 19,00 0,79 9(d)

29 11,96 11,96 0,82 (dl) - —
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Tabela 10: Dados comparativos de HMQC e HMBC de Pp-9 (3, CDCls, 125 MHz).

Pp-9 HMQC HMBC
C Pp-9a oc Pp-9 éc Pp-96H 2] 3J
5 140,75 140,72
10 36,48 36,48 H-6
13 42,30 42,27
24 - 156,79
CH
3 71,74 71,74 3,48 (m)
6 121,64 121,64 5,31 (d, J=4,5Hz)
8 31,90 31,90 H-6
9 50,13 50,13
14 56,75 56,75
17 56,00 56,65
20 36,12 36,15
22 - -
23 - -
24 45,84 _
25 29,17 29,17 H-28
CH2
1 37,25 37,25
2 31,63 31,63
4 42,27 42,27 H-6
7 31,87 31,63
11 21,07 21,07
12 39,77 39,77
15 24,27 24,27
16 28,22 28,22
22 33,94 33,94
23 26,11 26,11
28 23,07 105,94 4,68 (Ha), 4,63 (Hb)
CHs
18 11,81 11,84 0,65 (s)
19 19,37 19,38 0,98 (s)
21 18,76 18,75 0,90 (d)
26 19,78 19,81 0,89 (d)

27 19,03 19,00 0,79 9(d)
29 11,96 - -
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Figura 59: Espectro de RMN *H (8, CDCls, 500 MHz) de Pp-9.
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Figura 60: Expanséo 1 do espectro de RMN *H (8, CDCls, 500 MHz) de Pp-9.



Figura 61: Espectro de RMN®CAPT (8, CDCls, 125 MHz) de Pp-9.
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Figura 63 :Expanséo 2do espectro de RMN CAPT (8, CDCls, 125 MHz) de Pp-9.

@ o
Z o a8
@ o ©
-~ il Bl

- .

26.115

~24.279
~—23.072
r—31.968
—21.8¢2

o~ n w -
o o~

< an b
-

o

|

LT B = - =1

R TR L]

oY \,\f‘ rA'r\/ 'k-‘b—-vs. N‘\/ P
T T A S B B [ O G e A ﬁJ{I o -‘-—r—'r*l 0 = T
27 26 25 24 23 22 21 20 ! 9 pram

Figura 64: Expanséo 3do espectro de RMN *CAPT (5, CDCls, 125 MHz) de Pp-9.



116

i

-
‘---_::?% 1.0
E |
1.8 |
< 1 '
? 2.0
2.5
3.0
4 3.5 &
4.0
4 4.57 -
5.0
4 .4 -
5.5
6.0
'J.-||l|r:l'[-||-.iH-u'—:“r'u‘r|--|--|—y];-:<|,||||-...,..--||-r—.~'—.—T-:-r--|—

130 125 120 115 110 105 100 85 S0 85 80 75
F1 (ppm)

Figura 66: Expanséo 1 do espectro de RMN *H x 1*C HMQC (8, CDCls, 500 MHz) de Pp-9.



117

e e
F2 ] i
A o i R = S
: . R
- 8 D Ty e ¢ .
2- . : . : s T ey, TR
] : ' » . Y -".c .
3]
< ]
'
J ]
5—‘: s
B G
67
7
8
9
10
]rrurnul..ul.xulr.nlru»r.ux[u-.|r|n||-n|-urrm‘r]1"n‘7ﬂ-rn
T T [T Ty ey T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 . ZIO '

F1 (ppm)

Figura 67: Espectro de RMN H x ¥3C HMBC (5, CDCls, 500 MHz) de Pp-9.

R B N T _,_L%_M_JL_J

e
; (opea)] _
w T _ g e

e

L I T R R
L N I I T T TR Y
Y]
|

1
= i L R
4
53
o
e
....|.I-.|--|—-"|"r|-<|....| .<.!-1|—|—‘|—T||r'|—|:--||v—v—.'r‘|—'.<..|.. <||_1—I"7"'!"|-|'"'|'-|-"[
43 42 a1 40 3s 38 37 36 35 34 33 32 31

F1l (ppm)
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5.2.10 Caracterizacao estrutural da substancia Pp-6.

A Substancia Pp-6 foi isolada na forma de cristais amarelos.

As absorcdes do IV de Pp-6 (Fig. 69, pag. 119) indicou a presenga YC=0 de carbonila
de aldeido (1.670 cm-1), VC—O (1.038-1.172 cm™) e VC=C de nucleo aromatico entre 1580 ¢
1.423 cm-1).

O espectro de RMN!H (Fig. 70, pag. 119) e suas expansdes (Figs. 71 e 72, p. 120)
sugerem a presenca de um anel tetra substituido, com equivaléncia nos seus substituintes, ao
exibir um sinal com integracdo para dois hidrogénios que ndo se acoplam em 7,26 (S),
condizentes com os hidrogénios H-2 e H-6 uma vez que existe um outro singleto em &n 4.07,
com integracdo para seis hidrogénios que foi atribuido a duas metoxilas quimicamente e
magneticamente equivalentes, sugeridas, portanto, que estariam ligadas aos carbonos C-3 e C-
5. Um singleto em 6+ 9,92 com integracdo para um hidrogénio sugere a presenca de um grupo
aldeido na molécula e fortalece a proposta dada pelo 1V da presenca deste grupo em Pp-6.

O Espectro de *C-RMN (Fig 73, pag. 121) de Pp-6 suporta a existéncia do um anel
aromatico com equivaléncia de localizacdo de grupos quando exibe quatro sinais para seis
carbono, dos quais o sinal em &¢ 147,29 com intensidade para dois carbonos suportam grupo
metoxila, um sinal em &¢c 140,75 com substituinte OH, um carbono em 6¢ 129,30 que tem o
grupo aldeido como substituinte e um sinal com intensidade para dois carbonos
monohidrogenados e equivalentes em dc 107,35. O sinal 8¢ 190,78 corrobora a proposta da
existéncia na substancia em anéalise de um grupo aldeido e a presenca de duas metoxilas em
ambientes quimico e magneticamente equivalentes é aqui ratificada pela absor¢do com
intensidade para dois carbonos de metoxilas 6c 56,43. (Tabela 11, p. 118).

A compilacdo dos dados espectrais e comparag¢es com dados da literatura Mo-9 (KIM
et al., 2003) permitiram identificar Pp-6 como sendo o 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido

(siringaldeido) (Figura p. 118) (Tabela 11, p. 118), inédito na familia cactaceae.
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H )
NS
H H
H3;CO OCHj;
OH
Pp-6

Tabela 11: Dados comparativos de RMN*C e RMN *H da substéancia Pp-6 (5, CDCls, 200 e 50
MHz) com modelo Mo-9 (8, CDCls, 360 e 90 MHz), (KIM. et al., 2003).

Mo-9 Pp-6

C oC oH C 0C o0H

1 129,0 - 1 129,30 -

2 107,7 7,21 () 2 106,63 7,26(s)
3 OMe 148,9 3,90 (s) 30Me 147,29 4,07 (s)
4 ArOH 1429 8,23 (s) 4 ArOH 140,75 7,37 (s)
5 OMe 148,9 3,90 (s) 5 OMe 147,29 4,07 (s)

6 107,7 7,21 (s) 6 106,63 7,26(s)

7 191,1 9,81 7 190,78 9,92 (s)
OMe 56,6 - OMe 56,43 =
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Figura 69: Espectro de IV (KBr, cm™) de Pp-6.

Figura 70: Espectro de RMN *H (8, CDCls, 200 MHz) de Pp-6.
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Figura 71:Expanséo 1 do espectro de RMN H (8, CDCls, 200 MHz) de Pp-6.
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Figura 73: Espectro de RMN *C APT (8, CDCls, 50 MHz) de Pp-6.

Figura 74: Expanséo 1 do espectro de RMN 3C APT (8, CDCls, 50 MHz) de Pp-6.
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5.2.11 Caracterizacao estrutural da substancia Pp-8.

A substancia codificada como Pp-8 foi obtida na forma de cristais brancos.

Os sinais no infravermelho (Fig. 75, pag. 125) indicaram absorc@es para carbonila de
4cido (1655 cm™), V¥ C=C de anel aromatico sdo sugeridas pelas bandas entre 1600 ¢ 1400 cm”
1, e uma absor¢do para VOH de grupo hidroxila livre pode ser visto em 3500 cm™.

O espectro de 3C RMN (Fig. 79, pag. 127) apoia a existéncia de anel aromatico com
seis atomos de carbono pela existéncia dos sinais em 6c 126,50 (C-1), 131,15 (C-2), 115,91
(C-3), 157,14 (C-4), 115,91 (C-5), 131,15 (C-6) ao observarmos essas absor¢des na regido de
aromatico. O pico do grupo carbonila de acido foi observado em dc 173,29 (C-8). Espectro de
1 H RMN (Fig. 76, pag. 125) mostraram um padrdo de acoplamento AA'BB 'para H-2, H-3,
H-5e H-6 em 7,13 ((d) - J = 8,6 Hz) e 6,78 ((d) - J = 8,6 Hz) ao exibirem valores de integrais
para dois hidrogénios cada. As absorcdes de carbono em C-2, C-3, C-5, C-6 e C-7 foram
atribuidos pela utilizagdo do espectro HSQC.

Os espectros de correlagdo bidimensional heteronuclear a duas (2J) e a trés ligacdes
(3JcH) HMBC (Figuras 85 a 87, p. 130 a 131) mostraram correlacio a 2Jcn entre o o1 7,13 (d)
(H-2 e H-6) com 6c115,91 (C-3); &n 3,50 (s) (H-7) com &¢ 173,29(C-8); 61 6,78 (H-5) com ¢
157,14 (C-4) e 3J entre 8 7,13 (d) (H-2) com &¢c 40,50 (C-7); 6n7,13 (H-6 € H-2) com &¢c
157,14 (C-4); 616,78 (H-3 e H-5) com dc 126,50 (C-1); 616,78 (H-3) com 6¢c 115,91 (C-5);
OH 7,13 (d) (H-2) com 6¢115,91 (C-6) (Figura 86, pg. 130). O HMBC confirmou através do
acoplamento entre estes protons e carbonos as conectividades caracteristicas de anel fendlico.

Analisando-se 0 espectro de correlagdo bidimensional homonuclear 'H x 'H-COSY
(Fig. 82, p. 128) tornou-se possivel determinar o acoplamento entre os H-2, H-3, H-5 e H-6
em 0H7,13 (d) com dH 6,78 (d) do sistema AA’BB’.

A observagdo de um sinal em d¢c 174,80 proximo ao sinal d¢c 173,29 (C-8) e que nédo
exibe correlagcdo de acoplamento com os sinais descritos acima, bem como um tripleto em 6H
2,28 (J=7,4 Hz) com integral para 16-H e um multipleto em 64 1,60 com integral para 16-H, e
um sinal em dn 1,35 com integral para 24-H, permitiu inferir que existe outra substancia, em
mistura com a substancia Pp-8.

Essa hipdtese foi fortalecida pelos espectros de correlagdo heteronuclear HSQC e
HMBC. No HSQC (Fig. 84, pag. 129) observou-se a correlagdo direta entre o dc 34,14 com 0
tripleto em on 2,28; entre o d¢ 25,58 com o multipleto em ox 1,60 e entre o 6c 29,07 com o
tripleto largo em Sn 1,35. No HMBC observou-se correlages a 2Jentre o 8¢ 174,80 com 0

tripleto em Sn 2,28 € a 3Jcom o &u 1,60 (m). Outras correlagdes também foram observadas a
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2Jcn entre Sc 25,58 com o tripleto em Sn 2,28 e com o tripleto largo em Sn 1,35; entre §c29,07
com o multipleto em 3y 1,60 € a 3Jcn entre S¢c 34,14 com o tripleto largo em &n 1,35.
CorrelacOes estas condizentes com uma suposta cadeia de acido graxo de cadeia linear. O
espectro de correlagdo homonuclear RMN *H x 'H COSY demonstrou correlagBes entre os
hidrogénios H-2 (dn 2,28 (t)) e H-3 (dn 1,60 (m)) e entre H-3 e H-4 (6n 1,35 (tl)).
Corroborando a proposta da segunda substancia se tratar de um &cido graxo de cadeia linear
saturada. Entretanto, os sinais observados nos espectros sdo ainda insuficientes para a
determinacéo estrutural completa do acido graxo.

Os dados espectrais nos permitem identificar Pp-8 como uma mistura do &cido p-
hidroxifenilacético (Pp-8a) com um acido graxo de cadeia linear e saturada (Pp-8b).

Pp-8a e Correlacdes no HMBC
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Tabela 12: Dados de RMN3C e RMN *H da substancia Pp-8a (8, C3DsO, 125 e 500 MHz).

HMQC
C 3C o H

1 126,50 -

2 131,15 7,13(d) — J=8,6 Hz
3 115,91 6,78 (d) — J=8,6 Hz
4 157,14 -

5 115,91 6,78 (d) — J=8,6 Hz
6 131,15 7,13(d) — J=8,6 Hz
7 40,50 3,50 (s)

8 173,29 -

o)
Vo
\/\/(CH2 n
HO/ > 4 \CH3

Pp-8b

Tabela 13: Dados de RMN*3C e RMN *H (HSQC e HMBC) da substancia Pp-8b (5, CsDsO, 500 e
125 MHz).

HMQC HMBC
C 6C oH 2] 3
1 174,80 - H-2 H-3
2 34,19 2,28 (J=7,4 H-4

Hz)
3 25,58 1,60 (m) H-2; H-4
4 29,72 1,35(tl) H-3
(CH2)n - -

CHzs - -
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Figura 75: Espectro de IV (KBr, cm™) de Pp-8a e Pp-8b.
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Figura 76: Espectro de RMN *H (5, C3DsO, 500 MHz) de Pp-8a e Pp-8b.
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Figura 78: Expansdo 2 do espectro de RMN *H (8, CaDsO, 500 MHz) de Pp-8a e Pp-8b.
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Figura 79: Espectro de RMN 3C BB (8, C3Ds0O, 125 MHz) de Pp-8a e Pp-8b.
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Figura 80:Expansio 1 do espectro de RMN *3C BB (8, C3Ds0, 125 MHz) de Pp-8a e Pp-8b.
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Figura 81: Expanséo 2 do espectro de RMN C BB (5, C3Ds0, 125 MHz) de Pp-8a e Pp-8b.
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Figura 82: Espectro de RMN 'H x 'H COSY (5, CsDs0O, 500 MHz) de Pp-8a e Pp-8b.



130

fi (ppm)

‘ggggg‘;gusunssa

Figura 83: Espectro de RMN *H x 1*C HMQC (5, C3DsO, 500 MHz) de Pp-8a e Pp-8b.
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Figura 84: Expanséo 1 do espectro de RMN *H x 3C HMQC (5, C3DsO, 500 MHz) de Pp-8a e Pp-8b.
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Figura 85:Espectro de RMN H x **C HMBC (5, C3DsO, 500 MHz) de Pp-8a e Pp-8b.
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Figura 86: Expansdo 1 do espectro de RMN H x 3C HMBC (8, C3sDsO, 500 MHz) de Pp-8a e Pp-8b.
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Figura 87: Expanséo 2 do espectro de RMN *H x 1*C HMBC (8, C3DsO, 500 MHz) de Pp-8a e Pp-8b.

5.3 Atividade antimicrobiana

5.3.2 Resultados

Os produtos testados ndo apresentaram inibicdo do crescimento bacteriano e flngico.
Os resultados puderam ser considerados negatitvos para atividade biol6gica, levando em
consideracdo os parametros estabelecidos por Mitcher et al., 1972; Holetz et al., 2002;
Houghton et al., 2007 (Tabela 14. p. 132).



Tabela 14: Triagem das cepas bacterianas e fungicas frente as fases do fruto e do caule de Pilosocereus pachycladus
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F.RITTER.
Produto — 1024 pg/mL Controle
—
AT o 54
T (9°] o)) g T QD % = o
| T 2 2 L 8 O 8 o
—~ D | ® —_ > | A3 =8| ~ >~ = S @ o
Tz & T 81 8 Os| 08| 0| 2|0%g S| z|g %)
p ol 5 0 o @] @D > 6‘ > T > (@) > @D o |8 C—E
cg| 5| Cs| WMl 9l ce| cg| €3 Mico = 8|3 =
MICROORGANISMO g | 2 42 | ~| T| £EB| £Z| £ ~|FI | =3 =5
o5 | O g R m > m s m o Olm*m 2| 2|2 o
-~ o T - O 0 Q ~— O ~ =, -~ O > ~ Q o D o
= g e Cc|» = 2 =4 C N =2 ®
(@] —_— — -
© = o
S. aureus ATCC- 6538 + + + + o+ + + + + + - + —
S. aureus M-117 + + + + + + + + + + — + -
S. epidermidis 12228 + + + + o+ + + + + + - + -
P. aeruginosa P 12 + + + + o+ + + + + + - + -
P. aeruginosalLM 13 + + + + o+ + + + + + - + -
C. albicansATCC-76645 + + + +  + + + + + + - + -
C. albicans LM-108 + + + + o+ + + + + + - + -
C. albicans LM-106 + + + + o+ + + + + + - + -
C. tropicalis ATCC- 13803 + + + + + + + + + + - + -
C. tropicalis LM-14 + + + + o+ + + + + + - + -
CandidakruseiLM-13 + + + + o+ + + + + + - + -
C. kruseiLM-08 + + + + + + + + + + - + -
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5.4 Atividade moduladora da resisténcia bacteriana

5.4.1 Resultados e Discussao

As fases do caule ndo mostraram nenhuma atividade antibacteriana a 256 pg/mL
contra quaisquer cepas de Staphylococcus aureus (CIM > utilizados 512 pg / mL). Quando o
composto foi incorporado no meio de crescimento a 128 pg/mL (< %4 CIM), uma redugdo 2
vezes maior na CIM foi observada para a tetraciclina nas fases hexanica, diclorometénica e n-
butandlica. Na fase diclorometéanica foi observada uma reducdo de 4x para o norfloxacino e
para 0 brometo de etidio. Mostrando que nesses casos houve modulagdo da atividade o
antibidtico através inibicdo da bomba de efluxo (Tabela 15. p. 134).

As fases do fruto ndo mostraram nenhuma atividade antibacteriana a 256 pg/mL
contra quaisquer cepas de Staphylococcus aureus (CIM > utilizados 512 pg / mL). Quando o
composto foi incorporado no meio de crescimento a 128 pg/mL (< % CIM) uma reducio 2
vezes maior na CIM foi observada para o norfloxacino, nas fases hexanica e acetato de etila,
para o brometo de Etidio foi observada uma reducdo de (2x) na fase acetato de etila. A fase
hexanica apresentou uma reducéo de (4x) para tetraciclina. A fase diclorometéanica apresentou
uma reducdo de (4x) para o norfloxacino e brometo de etidio. Desta forma as fases do fruto
descritas, assim como as do caule, demonstram também capacidade de modulacdo da
atividade antimicrobiana através da inibicdo da bomba de efluxo (Tabela 16. p. 134).

O Siringaldeido oriundo da fase diclorometanica do caule ndo mostrou nenhuma
atividade antibacteriana a 256 pg/mL contra quaisquer cepas de Staphylococcus aureus (CIM
> utilizados 512 pg / mL). Quando o composto foi incorporado no meio de crescimento a 128
pg/mL (< % CIM), uma reducdo 32 vezes maior na CIM foi observado para a tetraciclina,
uma reducao dramatica da CIM do antibidtico, a norfloxacina teve uma reducédo de 2 vezes, o
brometo de etidio duas vezes e a eritromicina ndo teve reducdo. (Tabela 17. p. 134) .

O Siringaldeido modulou a atividade dos antibidticos através da redugdo da
concentracdo de antibiGtico necessaria para inibir o crescimento das bactérias resistentes as
drogas. Esta atividade pode ser relacionada a sua lipofilicidade, uma caracteristica comum de
varios inibidores de bomba de efluxo. Esta qualidade, conforme apontado por Gibbons
(2004), é provavelmente importante para a solubilidade na membrana bacteriana e para a
ligacdo com transportadores de efluxo.

Assim, os resultados aqui apresentados indicam que Pilosocereus pachycladus

F.RITTER (Cactaceae) e algumas de suas fases podem servir como uma fonte de produtos
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naturais que modulam a resisténcia bacteriana a multiplas drogas, sendo o Siringaldeido (Pp-

6) um modelo estrutural bastante promissor como uma fonte potencial de adjuvante

antibiotico.

Tabela 15: Valores de CIM (ug/mL) de teste em

presenca das fases do caule 128 pg/mL

cepas para antibioticos na auséncia e na

Linhagem/Antibiotico CAULE Antibiotico + Fase(1/4 CIM)
Antibiotico Fase Fase Fase Fase Fase n-
isolado hidroalcodlica | Hexéanica | CH2Cl. | AcOEt | Butandlica
IS-58/Tetraciclina 64 64 32 (2x) | 32 (2x) 64 32 (2x)
RN-4220/Eritromicina >256 >256 >256 >256 >256 >256
AS-1199B/Norfloxacina 128 128 128 32(4x) 128 128
Brometo de Etidio 32 32 32 8(4x) 32 32

Tabela 16: Valores de CIM (ug/mL) de teste em cepas para antibidticos na auséncia e na presenca
das fases do Fruto - 128 pg/mL

Linhagem/Antibiotico FRUTO Antibiotico + Fase(1/4 CIM)
Antibiético Fase Fase Fase Fase Fase n-
isolado hidroalcodlica | Hexanica | CH2Cl. | AcOEt | Butandlica
IS-58/Tetraciclina 64 64 16 (4x) | 32 (2x) 64 64
RN-4220/Eritromicina >256 >256 >256 >256 >256 >256
AS-1199B/Norfloxacina 128 128 64 (2x) | 32(4x) | 64 (2x) 128
Brometo de Etidio 32 32 32 8(4x) | 16(2x) 32

Tabela 17: Valores de CIM (ug/mL) de teste em cepas para antibiéticos na auséncia e na presenca
de 4-hidroxi-3,5-dimetoxibenzaldeido (Siringaldeido) - 128 pg/mL

Linhagem/Antibiotico

Antibidtico isolado

Antibiotico + Pp-6 (1/4 CIM)

IS-58/Tetraciclina

RN-4220/Eritromici

na

AS-1199B/Norfloxacina

Brometo de Etidio

64
>256
128
32

4 (32%)
>256
64 (2x)
16 (2x)
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8. CONCLUSOES

> O desenvolvimento deste estudo exp8e a sua importancia para o conhecimento da
espécie Pilosocereus pachycladus F. RITTER e contribui para o conhecimento
quimiotaxonomico da familia Cactaceae que se caracteriza com a identidade da regido do

semiarido brasileiro.

> Através de métodos cromatograficos usuais e técnicas espectroscopicas de 1V, RMN
'H e 13C uni e bidimensionais e comparages com os dados da literatura foi possivel isolar e
identificar 12 constituintes quimicos de Pilosocereus pachycladus F. RITTER sendo definidas
as estruturas quimicas como: um alcool alifatico (Pp-1), duas substancias graxas, (Pp-2 e Pp-
8b); cinco esteroides, (Pp-5, Pp-7, Pp-9, Pp-10 e Pp-11); duas feofitinas, (Pp-3 e Pp-4); duas
substancias fendlicas, (Pp-6 e Pp-8).

> As substancias Pp-5, Pp-7, Pp-9, Pp-10 e Pp-11 foram descritos pela primeira vez no
género Pilosocereus, os constituintes quimicos Pp-1, Pp-2, Pp-3, Pp-4, Pp-6 e Pp-8 tratam-se
de substancias inéditas na familia Cactaceae fatos estes que mostram a importancia

qguimiotaxonomica deste trabalho.

> Os estudos pioneiros, fitoquimico e da atividade antimicrobiana, de Pilosocereus
pachycladus F. RITTER permitiu se conhecer as classes de metabolitos secundarios presentes
na espécie e contribuir para o conhecimento cientifico da atividade farmacologica desta
espécie, uma vez que, os resultados aqui apresentados indicam que Pilosocereus pachycladus
F. RITTER (Cactaceae) pode servir como uma fonte de produtos naturais que modulam a
resisténcia bacteriana a multiplas drogas, sendo a substancia codificada como Pp-6 e
caracterizada estruturalmente como Siringaldeido um metabodlito secundario bastante

promissor como uma fonte potencial de adjuvante antibidtico.
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