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RESUMO

Tacinga palmadora, pertencente a familia Cactaceae, € uma planta conhecida
popularmente como Palmatéria, Palma ou Quipa. A T. palmadora € amplamente
distribuida em areas da Caatinga da regido Nordeste do Brasil, sendo o cha de sua
raiz utilizado popularmente no tratamento de problemas na uretra. O presente estudo
teve por objetivo isolar compostos quimicos dos extratos e fases obtidas, realizar a
caracterizagao fisico-quimica da droga vegetal, assim como investigar atividades
biolégicas das raizes da espécie T. palmadora. As raizes apds coleta, passaram por
processo de secagem e foram trituradas para a obtengdo da droga vegetal. Foi
realizada a caracterizagao fisico-quimica da droga vegetal, para determinacdo da
granulometria, densidade, teor de cinzas, teor de umidade, pH, microestrutura
(Microscopia Eletrébnica de Varredura (MEV) e Energia Dispersiva (EDS)),
Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR),
Anélise termogravimétrica (TG) e Analise Térmica Diferencial (DTA). Foi obtido da
raiz da T.palmadora o Extrato Etandlico Bruto (EEB), o Extrato Hidroalcdlico
Nebulizado (EHAN) e os extatos e fases Hexanico (Hex), Diclorometano (CH,Cly),
Acetato de Etila (AcOEt) e Etanoldlico (EtOH). Além disso, realizou-se o Screening
fitoquimico qualitativo e quantitativo. O isolamento e a identificacdo dos compostos
quimicos foram realizados por métodos cromatograficos e espectroscopicos
respectivamente. Realizou-se também a atividade toxicoldgica frente a Artemia
salina, Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para bactérias e
fungos, testes hemoliticos e atividade antioxidante, utilizando o método de Sequestro
do radical DPPH (2,2 -difenil -1- picril —hidrazil), Atividade Antioxidante Total (AAT) e
0 método de Tiocianato Férrico. O pé foi classificado como semi-fino, de facil
escoamento, baixo teor de umidade e valor médio do pH de 5,58. Os dados obtidos
pelo Screening fitoquimico qualitativo mostrou resultado positivo para alcaloides e
esteroides/triterpenoides. A analise do TG da droga vegetal mostrou a ocorréncia de
trés etapas de perda de massa. A anadlise da DTA mostrou dois eventos
endotérmicos e um exotérmico. O estudo fitoquimico das raizes de T. palmadora
resultou no isolamento de 4 compostos, um éster derivado do acido caféico, a 5-
hidroxi-4',7-dimetoxiflavona, o acido vanilico e o palmitato de etila.Observou-se que
os valores da Concentragéo Letal Média (CLsp) dos extratos apresentaram atividade
pouco significante (CLso > 1000 pg.mL™). Os extratos AcOEt, EtOH e Hex mostraram
atividade antifungica contra a C. albicans, C. krusei e C. tropicalis. O extrato EtOH foi
a que apresentou melhor atividade hemolitica. A atividade antioxidante, quanto a
capacidade de sequestro do DPPH, o extrato AcOEt obteve o melhor resultado,
onde na concentragdo de 500 ug.mL" obteve uma média de 76,44% e quanto a
AAT, o extrato AcOEt mostrou um melhor resultado, visto que os resultados foram
semelhantes ao padrdao Quercetina. A T.palmadora demonstrou ser uma espécie
promissora, pela variedade de compostos quimicos isolados e por ter apresentado
importantes atividades biologicas. Mais estudos quimicos, farmacoldgicos e
toxicoldgicos devem ser feitos a fim de promover o conhecimento acerca desta
planta.

Palavras chave: Cactaceae; Quipda; Raizes; Compostos quimicos; Espectroscopia.



ABSTRACT

The palmadora, belonging to the family Cactaceae, is a plant popularly known as
Palmatoria, Palma or Quipa. The T. palmadora is widely distributed in areas of the
Caatinga of the Northeast region of Brazil, the tea of its root being popularly used in
the treatment of problems in the urethra. The present study aimed to isolate chemical
compounds from the extracts and phases obtained, perform the physicochemical
characterization of the plant drug, as well as to investigate biological activities of the
roots of the species T. palmadora. After harvesting, the roots were dried and crushed
to obtain the vegetable drug. The physicochemical characterization of the plant drug
was used to determine the granulometry, density, ash content, moisture content, pH,
microstructure (Scanning Electron Microscopy (SEM) and Dispersive Energy (EDS)),
Infrared Region Spectroscopy with Fourier Transform (FTIR), Thermogravimetric
Analysis (TG) and Differential Thermal Analysis (DTA). The crude ethanol extract
(EEB), the nebulized hydroalcoholic extract (EHAN), and the hexane and hexane
phases (Hex), Dichloromethane (CH 2 CI 2), Ethyl Acetate (AcOEt) and Ethanolol
(EtOH) were obtained from the root of T.palmadora. In addition, qualitative and
quantitative phytochemical screening was performed. Isolation and identification of
the chemical compounds were performed by chromatographic and spectroscopic
methods, respectively. The toxicological activity against Artemia salina,
Determination of Minimal Inhibitory Concentration (MIC) for bacteria and fungi,
hemolytic tests and antioxidant activity, using the DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-
hydrazyl), Total Antioxidant Activity (AAT) and the Ferric Thiocyanate method. The
powder was classified as semi-thin, easy flow, low moisture content and average pH
value of 5.58. The data obtained by qualitative phytochemical screening showed
positive results for alkaloids and steroids / triterpenoids. TG analysis of the plant drug
showed the occurrence of three stages of mass loss. The DTA analysis showed two
endothermic and one exothermic events. The phytochemical study of T. palmadora
roots resulted in the isolation of 4 compounds, an ester derived from caffeic acid, 5-
hydroxy-4 ', 7-dimethoxyflavone, vanillic acid and ethyl palmitate. It was observed
that the values of the Lethal Concentration (LC50) of the extracts showed little
significant activity (LC50> 1000 pg.mL-1). The extracts AcOEt, EtOH and Hex
showed antifungal activity against C. albicans, C. krusei and C. tropicalis. The EtOH
extract showed the highest hemolytic activity. The antioxidant activity, as well as the
capacity of sequestration of DPPH, the extract ACOEt obtained the best result, where
in the concentration of 500 ug.mL-1 obtained an average of 76.44% and for the AAT,
the extract AcOEt showed a better result, since the results were similar to the
Quercetin standard. T.palmadora has been shown to be a promising species, due to
the variety of isolated chemical compounds and important biological activities.
Further chemical, pharmacological and toxicological studies should be done to
promote knowledge about this plant.

Keywords: Cactaceae; Quipa; Roots; Chemical compounds; Spectroscopy.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, as plantas sado utilizadas como fontes de medicamentos
para o tratamento das enfermidades que acometem o homem, de modo a aumentar
suas chances de sobrevivéncia através da melhoria da saude (CARVALHO et al.,
2010). A utilizagdo de espécies vegetais com finalidade terapéutica para prevenir,
atenuar ou curar um estado patoldgico € uma das mais antigas praticas aplicadas
para fins medicinais (ROSSATO et al., 2012).

A riqueza da diversidade vegetal brasileira contribuiu para que a utilizagdo das
plantas medicinais seja considerada uma area estratégica para o pais, que contém
cerca de 23% das espécies vegetais existentes em todo o planeta. Pesquisas
demonstram que, no Brasil, mais de 90% da populagéo ja fez uso de alguma planta
medicinal (BATALHA et al., 2007).

Muitas espécies vegetais sdo estudadas objetivando-se entender as
propriedades biologicas e o mecanismo de agcao dos compostos responsaveis por
essas propriedades. O interesse em estudar os vegetais vem aumentando devido os
mesmos constituirem a base energética e estrutural da cadeia alimentar e pelo seu
uso como matéria prima na elaboracdo de remédios (VIEGAS JUNIOR, 2006).

Devido a diversidade quimica estrutural de compostos bioativos obtidos de
plantas, pesquisas sao realizadas para uma melhor compreensao da aplicabilidade
clinica das substancias provenientes de produtos naturais (CHIWORORO,
OJEWOLE, 2009).

Cactaceae é uma familia pertencente a ordem Caryophyllales com 124
géneros e cerca de 1.438 espécies distribuidos em regides secas tropicais e
temperadas, com ampla ocorréncia no México e no Brasil. A familia € notavel devido
a evolucao de varias adaptacdes para aridez (HERNANDEZ-HERNANDEZ, 2011).

Estudos fitoquimicos sobre as espécies de Cactaceae tém relatado a
presenca de flavonoides, tais como quercetina, rutina e canferol, bem como a
atividade antioxidante de varias espécies. Nas plantas, esta atividade esta
relacionada com a presenca de moléculas fendlicas tais como os flavonoides,
taninos, acidos fendlicos e antocianinas (PASCAL et al., 2014).
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Dentre estas espécies, destaca-se a Tacinga palmadora (Britton & Rose)
N.P.Taylor & Stuppy (T. palmadora), popularmente conhecida como Palmatdria. O
fruto de T. palmadora é usado como alimento humano. Ele também pode ser usado
com finalidade ornamental, ou também queimado e /ou cortado para alimentar
animais (LUCENA et al., 2013). Na medicina popular, suas raizes sdo empregadas
no tratamento de inflamagéo na uretra (ANDRADE et al.,2006).

Para a validagdo de plantas potencialmente terapéuticas sado necessarias
investigagbes para estudar desde a relagdo da medicina tradicional e popular; o
isolamento, a purificacdo e a caracterizagdo de principios ativos; a observacdo da
estrutura/atividade e a investigagdo farmacolégica de extratos e/ou seus
constituintes quimicos isolados, até a operagcao de formulagdes para a producao de
fitoterapicos (BATISTA, 2013).

Diante do exposto, nota-se que existe uma necessidade de realizar estudos
com o intuito de avaliar a fitoquimica de extratos e substancias de T. Palmadora,
visando sua utilizagdo em estudos farmacoldgicos e toxicologicos. Dessa foma, o
objetivo desta pesquisa foi promover o isolamento dos compostos bioativos dos
extratos e fases obtidas, realizar a caracterizagao fisico-quimica da droga vegetal,
assim como investigar atividades biologicas das raizes da espécie T. palmadora.



OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

» Isolar metabdlitos secundarios dos extratos e fases obtidas das raizes da
espécie T. palmadora (Britton & Rose) N.P.Taylor & Stuppy.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Coletar as raizes da T. palmadora;

» Obter e caracterizar fisico-quimicamente a droga vegetal das raizes da T.
palmadora;

= Obter o extrato etandlico bruto e as fases Hexanica, Diclorometano, Acetato
de Etila e Etandlico da raiz;

» Realizar o screening fitoquimico do extrato bruto e das fases Diclorometano e
Acetato de Etila;

» Realizar a analise semi-quantitativa dos metabdlitos secundarios por
espectrofotdmetro;

» Utilizar métodos cromatograficos (CCDA, CC e CCDP) para o isolamento dos
compostos quimicos;

» Identificar e/ou elucidar as estruturas quimicas dos compostos isolados por
técnicas espectroscopicas (IV, EM e RMN de 'H e *C);

» Realizar ensaios de atividade antimicrobiana com determinagdo da
Concentragao Inibitoria Minima (CIM) e da Concentragdo Fungicida Minima
(CFM) dos extratos da raiz da T. palmadora;

» Avaliar a atividade antioxidante dos extratos das raizes da T. palmadora;

# Analisar a CLsgatravés do teste com Artemia salina;

» Verificar a toxicidade dos extratos frente a eritrécitos humanos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Plantas medicinais

Plantas medicinais sdo aquelas que contém substéncias bioativas com
propriedades terapéuticas, profilaticas ou paliativas utilizadas na medicina. Ou seja,
sdo plantas que melhoram a qualidade de vida e que interferem e ou reforgam o
sistema imunolégico. Inumeros compostos quimicos s&o sintetizados pelas plantas a
partir dos nutrientes, da dgua e da luz que recebem. Quando esses compostos, ou
grupos deles, provocam reagdes nos organismos vivos, sdo denominados “principios
ativos”. Dependendo da dosagem utilizada, esses compostos podem ser toxicos ou
nao (MORAIS, 2011).

O uso das plantas medicinais para diversas doencas representou, durante
séculos, a unica alternativa ao homem. Com a medicina alopatica, essa utilizagao foi
desvalorizada e os profissionais de saude consideram os medicamentos
industrializados ou manipulados mais seguros. Apesar disso, observa-se que 0 uso
de plantas medicinais ainda é bastante difundido, uma vez que pode ser influenciado
pela questdo econdémica, o alto custo dos medicamentos, o dificil acesso a consultas
pelo SUS, pela dificuldade de locomogédo de areas rurais e pela tradicdo na
utilizagao de recursos naturais (BATTISTI et al., 2013).

A vasta utilizagdo de medicamentos a base de plantas medicinais e o proprio
conhecimento popular traz consigo a necessidade de pesquisas para o
esclarecimento e confirmagéao de informagdes sobre as agdes das plantas, visando a
minimizagéo de efeitos colaterais e toxicolégicos, uma vez que esse uso deve ser
confiavel e seguro (FIRMO et al., 2011).

A medicina popular vem contribuindo cada vez mais as ciéncias do homem,
devido aos conhecimentos e praticas médicas de carater empirico, influenciadas
pelo contexto econdmico, fisico e sociocultural no qual se encontram inseridas
(ALBERTASSE et.al., 2010).

O uso terapéutico das plantas medicinais envolve varias etapas, tais quais
procedéncia, coleta, secagem, armazenamento, comércio, modo de preparo pelo
usuario e uso. E todas essas etapas apresentam desafios para que se possa
garantir identificagdo da espécie, disponibilidade, qualidade, seguranca e eficacia de
uso (BOCHNER et al., 2012)
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3.2 Estudos etnobotanicos e etnofarmacologicos

Existem varias areas envolvidas no estudo sobre espécies medicinais, como a
fitoquimica, a etnobotanica, a etnofarmacologia e a farmacologia. A etnociéncia tém
se destacado muito na busca por substancias naturais de acdo terapéutica. A
abordagem etnodirigida consiste na selecédo de espécies de acordo com a indicagéo
de grupos populacionais especificos em determinados contextos de uso, ressaltando
a busca pelo conhecimento construido localmente a respeito de seus recursos
naturais e a aplicagdao que fazem deles, podendo ser um instrumento auxiliador nas
pesquisas que visam valorizar e preservar o conhecimento tradicional sobre
espécies medicinais (CARVALHO, 2013).

A etnoboténica se ocupa da inter-relacdo direta entre pessoas e plantas,
incluindo todas as formas de percepgéo e apropriagdo dos recursos vegetais. Ja a
etnofarmacologia se ocupa do estudo dos preparados tradicionais utilizados em
sistemas de saude e doenga que incluem isoladamente ou em conjunto plantas,
animais, fungos ou minerais (ALBUQUERQUE & HANAZAKI, 2006).

Os estudos etnobotanicos de espécies medicinais € uma ferramenta
importante no resgate e preservagdo do conhecimento tradicional de populagdes,
sejam elas urbanas ou rurais, auxiliando na conservagdao das espécies. Estes
estudos tém revelado n&o s6 a utilizagdo das plantas como também aspectos
socioculturais, mostrando o perfil dos consumidores, a forma como o conhecimento
tradicional é transmitido, bem como outros aspectos a depender do objetivo da
pesquisa. Essas respostas tém relevancia na investigacdo etnofarmacolégica, na
medida em que encurtam o caminho na descoberta e no desenvolvimento de novas
substancias capazes de auxiliar na cura de enfermidades, elucidam mitos e
verdades sobre a utilizagcdo das espécies, e formulam dosagens e métodos de
utilizacdo dos remédios tradicionais auxiliando na seguranga e eficacia das
medicacdes (MENEZES et.al., 2013).

Os estudos relacionados com a medicina popular tém merecido cada vez mais
atengdo, em virtude da gama de informagdes e esclarecimento a ciéncia das
espécies vegetais. No estado da Paraiba, os estudos etnofarmacoldgicos ainda sédo
escassos, mas estdo gradativamente sendo realizados, com a finalidade de

aprofundar o conhecimento sobre espécies de uso popular (MARINHO et.al., 2011).
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3.3 Bioma Caatinga

O Bioma Caatinga ocupa uma area de cerca de 844.453 quildmetros
quadrados, o equivalente a 11% do territério nacional. Engloba os estados de
Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Pernambuco, Paraiba, Rio Grande do Norte,
Piaui, Sergipe e o norte de Minas Gerais (Figura 1). Rico em biodiversidade, o bioma
abriga 178 espécies de mamiferos, 591 de aves, 177 de répteis, 79 espécies de
anfibios, 241 de peixes e 221 abelhas (MOREIRA, 2013; OLIVEIRA, 2014).

Cerca de 27 milhGes de pessoas vivem na regido, a maioria carente e
dependente dos recursos do bioma para sobreviver. Esse bioma tem um imenso
potencial para a conservagcdao de servigcos ambientais, uso sustentavel e
bioprospecgédo que, se bem explorado, sera decisivo para o desenvolvimento da
regiao e do pais (MOREIRA, 2013; OLIVEIRA, 2014). Porém, a caatinga vem
sofrendo com o desmatamento desordenado para fins agricolas e o fogo, o que
afeta diretamente as populagdes de espécies que sdo encontradas na vegetagao
(ZAPPI et al., 2011).

A Caatinga é a vegetacao encontrada no sertdo e em parte do agreste, uma
zona de transicdo entre o arido e o semiarido. Mesmo em anos considerados
normais, so por trés meses as plantas sdo verdes. No resto do tempo, secam e
evitam transpirar. Seu nome vem do tupi, de caa e tinga, mata esbranqui¢ada, nome
que faz alusdo ao aspecto da vegetagdo quando esta em periodo de seca, quando
perde as folhagens e permanecem apenas os caules adormecidos aguardando a
chuva para florescer (NASCIMENTO, 2015).

A vegetagdo considerada mais tipica de Caatinga encontra-se nas
depressdes sertanejas: uma ao norte e outra ao sul do bioma, separadas por uma
série de serras que constituem uma barreira geografica para diversas espécies. Os
diferentes tipos de Caatinga estendem-se por regiées mais altas e de relevo variado
e incluem a Caatinga arbustiva a arbdrea, a mata seca e a mata umida, o carrasco e
as formagbes abertas com dominio de cactéaceas e bromelidceas, entre outras
(MOREIRA, 2013).
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Reserva da Biosfera - Biomas Caatinga

Reserva da Biosfera da Caatinga
Classificagho
e

Figura 1. Mapa limite do Bioma Caatinga.

3.4 Familia Cactaceae

A familia Cactaceae contabiliza 39 géneros e 260 espécies que ocorrem no
Brasil, sendo 187 espécies endémicas do Brasil. Na regido nordeste do Brasil sdo
reconhecidas 105 espécies, sendo que, no estado da Bahia, sdo reconhecidas 98
espécies (ZAPPI et al., 2011).

Na caatinga, ocorrem cinquenta e oito espécies de cactaceas ja descritas, das
quais, quarenta e duas sdo endémicas. Entre elas, os principais géneros sao:
mandacaru (Cereus jamacaru), xique-xique (Pilosocereus gounellei), coroa de frade
(Melocactus sp) e palma (Tacinga sp) (FERREIRA, 2014).

A Paraiba apresenta-se dividida em trés regides climaticas, sendo elas: o
Sertdo, situado na faixa semiarida; o Planalto da Borborema e a Fachada Atlantica
Tropical (ALVES, 2009). O sertdo apresenta uma vegetagcdo adaptada aos baixos
indices pluviométricos e diferentes estruturas vegetacionais. Suas areas séao
dominadas tanto por espécies de porte arboreo, formando matas abertas, como por
espécies de porte herbaceo/arbustivas, significativamente representadas por
espécies da familia Cactaceae, adaptadas a altas temperaturas e ao clima seco
(DUQUE, 2004).

Apesar da potencialidade forrageira ser proeminente entre as cactaceas,

outras formas de uso entre as espécies tém sido registradas, como o consumo do
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fruto fresco de C. jamacaru (mandacaru) na regido sertaneja (Paraiba, Brasil) e o
miolo de P. pachycladus cozido ou assado, no cariri paraibano. Além disso, a
Opuntia ficus L. Mill. (Palma) é usada na alimentacdo dos sertanejos baianos
(ANDRADE et al.,, 2006). Foram observadas outras formas de uso, como: o
medicinal, para algumas espécies de cactos em comunidades rurais do sertdo
baiano e cariri paraibano para tratar enfermidades como infec¢des e problemas de
uretra; P.gounellei (xique-xique) e C. jamacaru (mandacaru) na constru¢ao de casas,
e de cercas vivas. Ainda, no cariri paraibano, alguns produtos para higiene pessoal,
como shampoo e sabao séo produzidos a partir da O. ficus (LUCENA, 2011).

Cabe ressaltar que as Cactaceas, bem como muitas outras familias de
plantas, estdo a cada dia sendo ameagadas pela ag&o antropica, correndo, portanto,
o risco de terem suas espécies vegetais eliminadas antes de serem estudadas
quanto as caracteristicas ecoldgicas, potenciais terapéutico, ornamental, alimentar
ou quaisquer beneficios que possam vir a trazer a comunidade (ALBERTASSE
et.al., 2010).

3.5 Género Tacinga

O género Tacinga Britton & Rose pertence a subfamilia Opuntioideae. Em
2002, Taylor, Stuppy e Barthlott ampliaram o género Tacinga para incluir as
espécies endémicas do leste brasileiro que haviam sido descritas originalmente
como Opuntia ou Platyopuntia. Com este trabalho, o género Tacinga é ampliado de
duas a seis espécies, passando a conter além de T. braunii e T. funalis, as espécies
T. inamoena (K. Schumann) N.P. Taylor & Stuppy, T. palmadora (Britton & Rose)
N.P. Taylor & Stuppy, T. saxatilis (Ritter) N.P. Taylor & Stuppy, e T. werneri (Eggli)
N.P. Taylor & Stuppy. A Opuntia estevesii foi reduzida por Taylor et al. a subespécie
de T. saxatilis como T. saxatilis subsp. estevesii (P.J. Braun) N.P. Taylor & Stuppy.
(MACHADO & TAYLOR, 2002).

As espécies de Tacinga formam trés grupos com base em sua morfologia: o
grupo de T. funalis e T. braunii; o grupo de T. palmadora e T. werneri; e 0 grupo de
T. inamoena e T. saxatilis. No primeiro grupo, T. funalis € a espécie que apresenta
distribuicdo mais ampla, ocorrendo em Pernambuco e Bahia onde cresce em areas
de vegetacao de caatinga. A T. funalis apresenta morfologia bem caracteristica, com
cladddios cilindricos e longos. T. braunii por sua vez ocorre de forma restrita no
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nordeste de Minas Gerais, no vale do Rio Jequitinhonha, onde cresce em
afloramentos de gneiss ou granito, possuindo distribuicdo alopatrica em relagéo a T.
funalis (MARTINEZ, et.al. 2008).

No segundo grupo, T. palmadora e T. werneri possuem morfologia muito
similares, sendo faciimente confundidas em estado vegetativo. Estas espécies se
diferenciam em suas flores e frutos, com T. werneri possuindo estamindides nas
flores e frutos maiores, ovdides e de coloragdo esbranquicada quando maduros e
polpa cor de rosa, enquanto que T. palmadora possui frutos menores, turbiniformes,
de coloragdo esverdeada a avermelhada ou purpura quando maduros e polpa
translucida. A T. palmadora possui distribuicdo ampla, ocorrendo as margens de
afloramentos rochosos ou nos solos da caatinga nos estados do Rio Grande do
Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia (Figura 2). A T. werneri
ocupa os mesmos ambientes que T. palmadora, porém possui distribuicdo mais
restrita, ocorrendo na Bahia e nordeste de Minas Gerais, sua distribuicdo se
sobrepondo com a de T. palmadora na Bahia, onde as duas espécies podem ser
encontradas em simpatria (TAYLOR & ZAPPI, 2004).

O terceiro grupo é composto por T. inamoena e T. saxatilis. Estas duas
espécies se distinguem das demais por serem subarbustos com cladédios
orbiculares ou obovados. A T. saxatilis encontra-se distribuida em areas de
vegetagcdo de caatinga e cerrado do oeste da Bahia e noroeste de Minas Gerais,
onde habita exclusivamente afloramentos de rocha calcarea. Esta espécie se
distingue de T. inamoena por possuir espinhos nas areolas e flores e frutos com
morfologia ligeiramente diferente. A distribuicdo de T. saxatilis € parapatrica em
relagao a T. inamoena, com as duas espécies crescendo em simpatria em algumas
localidades no oeste da Bahia e por vezes formando hibridos. T. inamoena por sua
vez possui distribuicdo extremamente ampla, ocorrendo em todos os estados do
nordeste do Brasil e também no norte de Minas Gerais. A sua distribuicdo
corresponde de forma bem préxima aos limites do bioma caatinga. Dentro da sua
area de distribuigéo, T. inamoena ocorre em diversos ambientes, habitando desde o
solo das areas de caatinga a afloramentos rochosos diversos, como gneiss, granito,
quartzito, arenito e rochas calcareas, também ocorre em areas de campos rupestres,
em afloramentos rochosos ou em solos arenosos, sua distribuigdo inclui populagdes
disjuntas ocupando afloramentos areniticos nos cerrados do oeste da Bahia, e
populacbes disjuntas em areas de transicdo entre a vegetacdo semiarida da
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caatinga e a vegetacao florestal da mata atlantica no leste da Bahia, estas ultimas
populagdes correspondendo ao taxon T. inamoena subsp. Subcylindrica (TAYLOR &
ZAPPI, 2004).

As principais caracteristicas do género Tacinga incluem os arbustos a
subarbustos medindo 0,2-5,0 m, folhas turbinadas presentes apenas nos ramos em
inicio de crescimento, deciduas em ramos maduros, sésseis, carnosas; flores
solitarias, terminais ou surgindo a partir da margem ou apice dos articulos,
pericarpelo globoso, turbinados ou alongados, as vezes deprimidas e formando um
tubo no apice, aréolas com bracteas escariosas; perianto multiseriados; estames
numerosos, eretos; polen com exina ndo reticulada; fruto baga, solitario ou
agrupados, globosos ou ovoides, restos florais deciduos; polpa funicular translucida,
opacas ou com cor, fibrosas ou quase inexistentes; e sementes poucas, globulares a
reniformes, envolvidas por arildide fibro-carnoso (TAYLOR & ZAPPI, 2004).
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@ 7. palmadoro

Figura 2. Distribuicdo geografica do género Tacinga no estado da Paraiba.

3.6 Tacinga palmadora

T. palmadora (Britton & Rose) N.P.Taylor & Stuppy (Figura 3) € um cacto que
pertence a subfamilia Opuntioideae e é amplamente distribuido em areas de
Caatinga da regido Nordeste do Brasil. Embora em pequeno numero, esta espécie
produz seus clones através da queda natural de seus ramos chamados de cladddios
que, ao cairem no chao, enraizam e emitem novos ramos, ambos a partir das

aréolas, originando novos individuos. Os frutos, por serem revestidos com tecido dos
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cladédios, possuem as mesmas caracteristicas propagativas dos ramos e produzem
em média 25 sementes classificadas como afotoblasticas, pois ndo necessitam de
luz para iniciar seu processo germinativo (REYES-AGUERO et al., 2006).

i | bl tk —?5 —an

ol B TSR
Figura 3. Tacinga palmadora (Britton & Rose) N.P.Taylor & Stuppy.

Fonte: O autor

As caracteristicas da T. palmadora s&o: arbusto medidindo de 2-4 metros de
altura; cladédio complanado, articulos obovados a elipticos, ramificagées irregulares,
cinza-esverdeado, glauco; espinhos, (0—)1-9 por aréola, indiferenciados, cilindricos,
aciculados, pungentes, dourado no inicio, cinza palido com a idade, 1-2 centrais, 7-8
radiais; gloquideos presentes; flores surgindo a partir da margem ou apice dos
articulos; pericarpelo verde, com gloquideos; segmentos do perianto vermelhos;
bracteas escalas, agudas, subtendo cerdas; fruto globoso; pericarpo vermelho ou
arroxeado, com gloquideos; e polpa funicular translucida.

T. palmadora é um cacto endémico da Caatinga, conhecida popularmente
como palmatdria ou quipa-de-espinho. A espécie é bem frequente nas areas que
fazem parte da Bacia Hidrografica do Rio Sdo Francisco, sendo registradas mais de
250 populacdes distribuidas em areas de Caatinga de todos os Estados que fazem
parte da regido Nordeste do Brasil, com exce¢do do Maranhao. Diferentemente da
maioria dos cactos da Caatinga, T. palmadora floresce em plena estagao seca e
suas flores diurnas séo polinizadas por beija-flores (MEIADO, 2012).
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3.7 Metabolitos secundarios

As plantas fornecem uma multiplicidade de compostos vegetais resultantes
dos processos de biotransformagdo de moléculas da planta em resposta as
necessidades primordiais e a interacbes e pressdes seletivas provocadas por
microorganismos patogénicos e fitéfagos herbivoros presentes no ambiente.
Ecofisiologicamente, os metabdlitos primarios suprem as fungdes basicas da planta
e encontram-se distribuidos de forma universal, enquanto que os metabdlitos
secundarios sdo um arsenal de substancias que sao biotransformadas em funcdo da
demanda de atividades que estdo aliadas a papéis importantes, como segurancga,
adaptacéo e interagcdo com o meio ambiente, incluindo a perpetuacao da espécie em
seu habitat, defesa contra predadores e patdgenos, protegdo contra os raios
ultravioleta (UV), atracdo de polinizadores ou dispersores de sementes e dar cor a
flores e frutos tornando-os mais atraentes; sdo ainda estes metabdlitos fornecidos
pela natureza que abrem enormes perspectivas para a descoberta de fontes de
principios ativos para a manufatura de medicamentos farmacologicamente ativos.
Portanto, a producao e as propriedades dos principios ativos dos vegetais estéo
diretamente associadas as adaptagdes evolucionarias das plantas as condigbes
bidticas e abioticas ambientais (SILVA, 2013).

Em funcdo dos fatores diretamente condicionantes dos metabdlitos
secundarios produzidos, os teores de principios ativos podem ser variaveis e
estarem distribuidos de forma heterogénea na planta, influenciando na concentracao
e nas propriedades do produto vegetal. Neste sentido, diversos fatores que
influenciam sua variabilidade precisam ser computados, dentre os quais se
ressaltam os seguintes: localizagdo geografica e sazonalidade, como estagdo do
ano, fotoperiodo (tempo e intensidade luminosa), temperatura, umidade, altitude,
latitude, condi¢bes edaficas (disponibilidade de nutrientes e tipo de solo), além do
periodo do dia da coleta, condigbes fenoldgicas, forma de uso in natura ou
desidratada (BRESOLIN & CECHINEL FILHO, 2010).

Os metabdlitos secundarios proporcionam, essencialmente, uma interface
quimica entre a planta e o ambiente. Assim, conforme a natureza e a magnitude do
estimulo ambiental, uma espécie vegetal podera sintetizar diferentes compostos
devido ao redirecionamento de rotas metabdlicas. Dentre os estimulos ambientais

associados a alteragdes quali-quantitativas de metabdlitos secundarios, ressaltam-
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se as interagbes bidticas: planta/microorganismos, plantal/insetos, planta/planta,
idade e estadio de desenvolvimento e ritmo circadiano; e os fatores abidticos:
luminosidade, temperatura, pluviosidade e estado nutricional, sazonalidade,
disponibilidade de agua, radiagéo ultravioleta, composi¢cdo atmosférica e altitude
(OLIVEIRA et.al., 2012).

Apesar da existéncia de um controle genético, as variagbes temporais e
espaciais no conteudo e nas proporgdes relativas de metabdlitos secundarios em
plantas podem sofrer modificacbes resultantes da interacdo de processos
bioquimicos, fisioldgicos, ecoldgicos e evolutivos. Alguns estudos em plantas de
espécies comercialmente importantes relatam a influéncia destes fatores na
producdo de metabdlitos secundarios, porém, o conhecimento relativo a tais
interagdes é bastante obscuro para plantas de ambiente natural (MARTINS, 2012).

Embora o metabolismo secundario nem sempre seja necessario para que
uma planta complete seu ciclo de vida, ele desempenha um papel importante na
interacdo das plantas com o meio ambiente. Um dos principais componentes do
meio externo cuja interagdo € mediada por compostos do metabolismo secundario
sao os fatores bidticos. Desse modo, produtos secundarios possuem um papel
contra a herbivoria, ataque de patdgenos, competicdo entre plantas e atragdo de
organismos benéficos como polinizadores, dispersores de semente e
microorganismos simbiontes. Contudo, produtos secundarios também possuem
agao protetora em relagdo a estresses abidticos, como aqueles associados com
mudancas de temperatura, conteudo de agua, niveis de luz, exposicdo a UV e
deficiéncia de nutrientes e minerais. Neste contexto, existem trés grandes grupos de

metabdlitos secundarios: terpenos, compostos fendlicos e alcaloides (SILVA, 2014).

3.7.1 Compostos fendlicos

Entre todos os metabdlitos secundarios sintetizados pelas plantas, os
compostos fendlicos sdo os mais difundidos no reino vegetal. Eles sao
caracterizados por ter pelo menos um anel aromatico com um ou mais grupamento
hidroxila (Tabela 1) (BALASUNDRAM et.al, 2006). Sdo biossintetizados a partir da
via dos fenilpropandides e séo frequentemente conjugados com agucares, outros
fendlicos e poliamidas (TORRAS-CLAVERIA et al., 2012).
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Tabela 1 — Classes e estrutura quimicas dos compostos fendlicos.

Classes Estrutura quimica
Fenois simples Ce-
Acidos benzdicos Ce-CH
Acetofenonas, Acidos fenilacéticos Ce-C2
Acidos cinamicos Ce-Cs
Naptoquinonas Ces-Cy
Xantonas Ce-C1-Ce
Estilbenos Ce-C2-Ce
Flavonoides, Isoflavonoides Ce-C3-Cs
Lignanas (Ce-Cs)2
Bi-flavonoides (C6-C3-Cs)2
Ligninas (C6-Cs)n
Taninos condensados ou (C6-C3-Ce)n
proantocianidinas

Uma das principais caracteristicas dos compostos fendlicos é a sua
capacidade antioxidante, no entanto estudos tém demonstrado sua atividade
antimicrobiana contra bactérias, fungos e virus (ALMAJANO, 2008).

A atividade antimicrobiana dos compostos fendlicos depende da espécie
microbiana e da estrutura da molécula. Em relagdo a sua estrutura quimica, o grau
de hidroxilacdo do composto é o fator de maior impacto na toxicidade para
determinados microrganismos. No entanto, os mecanismos de acgédo destes
compostos sobre os microrganismos ainda ndo foram totalmente esclarecidos
(CAVALCANTE, 2011).

3.7.2 Constituintes quimicos presentes na familia Cactaceae

Os constituintes quimicos sao os responsaveis pela atividade farmacologica
que a planta exerce no organismo humano. Essas e outras caracteristicas, variam
de uma espécie para outra, mesmo pertencendo a uma mesma familia (Tabela 2)
(SILVA, 2014).



Tabela 2. Espécies de plantas da familia Cacataceae e suas caracteristicas
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Espécie Parte Uso popular Atividade Constituintes quimicos isolados Estrutura quimica isolada
farmacologica
Cereus Raiz, Vitiligo Antioxidante, anti- Isoramnetina-3-O- rubinosideo, .
fernambucensis | cladedio inflamatdrio isoramnetina-3-O-raminosidio e
Lem (SOUZA, 2013) Y o
Isoramnetina-3-O-rubinosideo
(flavonoide).
Cereus Raiz, Anti-inflamatério Antibacteriano Tiramina e N-metiltiramina, -
jamacaru DC cladédio e UBU_mBmm sitosterol, hordenina, camferol
renais, tosse, HO. _~
bronquites, . h R
tlceras. (BURRET et. al., 1982; DAVET, : »
Antioxidante, 2005) A N N
antitumoral. ” = NH;
Tiramina (alcaloide)
Opuntia ficus- Cladoddio, Alimenticia, Antioxidante, Indicaxantina, isoramnetina Indicaxantina (alcaloide)
indica Mill . . . A .
flor analgésica, anti- | Antiulcerogénica, Camferol, Quercetina,

inflamatoria,
afecgbes
respiratorias,

hipoglicemiante

analgésica,

hepatoprotetora e

anti-inflamatorias

Isorhamnetina 3-O-rubinobiosideo,

Isorhamnetina 3-O-galactosideo, 3-

Oramnosido, miricetina e vitexina.
(MARTINS, 2011)
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Opuntia Cladddio Decorativa Antitumoral, Camferol, isoramnetina, Benzilisoquinolona (alcaloide)
monacantha antioxidante Benzilisoquinolina =
Haw (VALENTE et al. 2010, NASEER, Hf :
etal. 2015) * .
CCa
o e
Pilocereus Frutos Alimenticia Tripanomicida Alcaloides feniletilaminicos Quercetina (flavonoide)

arrabidae B.

quercetina, rutina, catequina,

dihidrocamferol, isorhamnetina

(DAVET, 2005; VALENTE et al.
1998; GONCALVES, 2015)

OH
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Tacinga

inamoena

Raiz

Inflamagéao na
Uretra

B-Sitosterol-3-O-glicosideo, N-
trans-feruloyl 4-O-metildopamina,
N-cis-feruloyl 4-O-metildopamina,
N-trans-feruloyl tiramina e N-cis-

feruloyl tiramina.
(E SILVA, 2016)

LT ¢
HO Y

N-trans-feruloyl tiramina
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3.8 Atividades biologicas

3.8.1 Ensaio frente a Artemia salina

Artemia salina, Crustacea ou Anostraca (Figura 4) é um microcrustaceo
marinho, de tamanho e colorag¢des variadas, que vao do rosa-palido a avermelhado,
branco ou esverdeado dependendo do seu tipo de alimentagdo. Este crustaceo
apresenta dimorfismo sexual e atinge a fase adulta em 20 dias (NASCIMENTO et al.,
2008).

b

Figura 4. Cistos de Artemia salina Leach

Dependendo dos diferentes parametros fisiolégicos e bioquimicos do
ambiente, as populagcbes de Artemia se reproduzem sexualmente ou
partenogeneticamente, libertando nauplios ou cistos. Esta espécie esta adaptada a
grandes mudangas ambientais, como variagbes abruptas de salinidade, de
temperatura e de oxigénio dissolvido. Apresentam- se como excelente dieta
alimentar para peixes e crustaceos no ambiente natural. Devido a isso, preferem
habitar locais com dificil sobrevivéncia para outras espécies, como salinas que
atingem temperaturas até 40°C e salinidade até 300 partes por mil, pois sdo menos
predadas. A Artemia é rica em proteinas, vitaminas (caroteno) e sais minerais, por
isso é utilizada em larga escala em cultivo de camardes e peixes na fase larval,
acelerando o crescimento dos animais, recuperando os doentes e deixando-os mais
sadios (NASCIMENTO et al., 2008). Seu ciclo de vida tem inicio com a eclos&o de
cistos dormentes, os quais sdo embrides encapsulados metabolicamente inativos.

Estes cistos podem ficar em estado de dorméncia por muitos anos, desde que
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figuem em lugar seco, j@ que em contato com agua salgada hidratam-se e
reassumem seu desenvolvimento (BORTOLOTTO, 2007).

A A. salina é considerada um bom indicador de toxicidade devido ao seu
reduzido e especifico grau de tolerancia a um determinado fator ambiental, de modo
gue apresente uma resposta nitida face a pequenas variagdes na qualidade do
ambiente. Tem sido utilizada em testes de toxicidade devido a sua capacidade para
formar cistos dormentes, fornecendo, desse modo, material biolégico que pode ser
armazenado durante longos periodos de tempo (superiores a seis meses) sem
perda de viabilidade e sem necessidade de se manter culturas continuas de
organismos-teste, além de ser uma espécie de facil manipulagdo (RUIZ et al., 2005).

O bioensaio utilizando suas larvas na forma de nauplios (Brine Shrimp Test —
BST) é bastante utilizado, devido a simplicidade com que pode ser manuseado. A
rapidez dos ensaios e 0 baixo custo favorecem a sua utilizagao rotineira em diversos
estudos, além do que, tais ensaios de letalidade sdo muito utilizados em analises
preliminares de toxicidade geral. Além disso, o bioensaio com A. salina tem sido
amplamente utilizado em laboratérios de pesquisa para determinagdo da toxicidade
de extratos, fragcdes e compostos isolados de plantas, uma vez que ele se apresenta
como um método alternativo para a determinagéo da toxicidade considerando o alto
custo e o sofrimento causado aos animais experimentais durante testes in vivo
utilizando roedores (NASCIMENTO et al., 2008).

Os bioensaios podem ser utilizados para medir a atividade farmacoldgica de
substancias novas ou quimicamente indefinidas; medir a concentragcdo de
substancias conhecidas; investigar a fungdo de mediadores enddgenos; avaliar a
eficiéncia clinica de uma forma de tratamento ou ainda medir a toxicidade de uma
substancia. Geralmente, o ensaio com A. salina representam a primeira etapa de
selecédo de substancias biologicamente ativas para testes mais elaborados in vitro e
in vivo. Além disso, podem definir a estimativa da concentragdo ou poténcia de uma
substancia através da medida de uma resposta biolégica produzida, servindo
também como método de triagem para o posterior estudo fitoquimico de plantas
medicinais (PEREIRA & CASTRO, 2007).

E importante ressaltar a importancia de se avaliar o potencial toxico de
produtos vegetais, principalmente através de ensaios biolégicos simples, de modo a

proporcionar resultados rapidos e confiaveis (LUNA et al., 2005).
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3.8.2 Atividade antimicrobiana in vitro

Diante os indices impactantes de doengas infecciosas, da resisténcia
bacteriana aos antibidticos e da propagagcdo ameagadora de microorganismos, é
essencial a busca por estratégias minuciosas para obtengdo de novos compostos
bioativos, como aqueles oriundos de plantas, os quais representam novas
possibilidades de aplicagdo antimicrobiana (SILVA, 2013).

Nos Estados Unidos, cerca de 70% das bactérias envolvidas na etiologia das
infecgdes nosocomiais sdo resistentes a algum antimicrobiano e, aproximadamente,
90 a 95% das cepas de Staphylococcus aureus do mundo sdo resistentes a
penicilina (CATAO et.al., 2013).

Entre os principais agentes etiologicos das infecgdes, encontra-se o S.
aureus, uma bactéria encontrada normalmente no corpo humano em uma interagao
biolégica de comensalismo. Entretanto, por vezes, tem-se uma relagdo desarmdnica,
pois algumas cepas sdo capazes de desencadear infecgdes, principalmente em
condigbes em que o hospedeiro encontra-se fragilizado, momento em que este
microorganismo se torna oportunista e passa a expressar sua potencial viruléncia
(GOLDMAN & AUSIELLO, 2009).

As bactérias Gram-negativas, assim como as bactérias Gram-positivas, sdo
microorganismos que causam infecgdes provocando significante aumento das taxas
de mortalidade e morbidade. Estruturalmente, s&o constituidas por uma unica
camada de peptidoglicano sobreposta por uma membrana externa lipoproteica.
Neste grupo de bactérias, destacam-se aquelas produtoras de beta-lactamase de
espectro estendido (ESBL), como a Pseudomonas aeruginosa e a Escherichia coli,
substancialmente associadas a doengas infecciosas (BASSETTI & RIGHI, 2013).

Uma recente revisdo relata a influéncia acentuada dos produtos naturais no
ambito do comércio antibacteriano e ressalta que a maioria dos correntes
antimicrobianos foram descobertos a partir de fontes naturais (NEWMAN & CRAGG,
2012).

Devido a extrema significAncia e a representatividade clinica, inumeras
substancias antibacterianas foram desenvolvidas focando diferentes alvos e com
distintos mecanismos de agéo. Por exemplo, alguns antibiéticos atuam inibindo a
sintese da parede celular bacteriana, destacando-se entre estes os antibioticos [3-
lactdmicos, como a penicilina - que age inibindo a transpeptidase e,
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consequentemente, a formacdo de ligagbes cruzadas entre as cadeias de
peptidoglicano - e a oxacilina - que inibe a B-lactamase (GUIMARAES et.al., 2010).

Os metabdlitos secundarios exercem influéncia sobre a atividade
antimicrobiana. Assim, para obter-se uma atividade mais expressiva, ganha respaldo
o uso de combinagbes terapéuticas, como a jungédo de extratos ou fragées de
plantas com antimicrobianos (FILHO, 2014).

Dentre os metabdlitos secundarios, varios compostos tém mostrado agéo
antifungica, tais como os alcaldides esteroidais cuja atividade esta relacionada com
a capacidade de desestabilizar membranas bioldgicas. Como exemplo, pode-se citar
a tomatina isolada do tomate (Lycopersicum esculentum L.), que possui um amplo
espectro antimicrobiano, sendo ativa contra Aspergillus spp., Candida albicans e
Trichophyton spp., fungos saprofagos, algumas bactérias Gram-positivas e
protozoarios. Os glicoalcaldides presentes na batata (Solanum tuberosum L.), a
solanina e a chaconina, também séo ativos contra alguns fungos fitopatégenos, tais
como Trichoderma virile, Helminthosporium carbonum, Fusarium caeruleum e
Cladosporium fulvum (SIMOES et al., 2004).

Outras classes de compostos tais como as quinonas, tém apresentado
atividade antifungica. O timol (2-isopropil-5-metil fenol) e seu isébmero de posicéo,
carvacrol (5-isopropil- 2-metil fenol) possuem acgédo antibacteriana e antifungica
maiores que o fenol, e a0 mesmo tempo, menor toxidade que esse composto. Os
taninos, presentes na pitangueira, por exemplo, possuem acao bactericida e
fungicida. Os glicosinolatos presentes na mostarda também possuem efeito
antimicético em casos de dermatofitoses produzidas em cobaias (SIMOES et al.,
2004).

A avaliacdo da atividade antimicrobiana em extratos vegetais € realizada
através da determinagcdo da menor quantidade da substancia em estudo necessaria
para inibir o crescimento do microrganismo sendo analisado. Além disso, pode ser
empregado para a realizagao do primeiro screening na busca de novos agentes com
atividades farmacoldgicas, sendo de grande relevancia no Brasil, uma vez que
possui enorme biodiversidade. Os métodos mais conhecidos para a avaliagdo da
atividade antimicrobiana sdo: método de macrodiluicdo, método de microdiluigdo e
método de difusdo em agar (OSTROSKY et al., 2008).

O método de microdiluigdo € empregado para determinar a concentragao
inibitéria minima (CIM). Nele utilizam-se pequenos volumes de caldo que séao
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adicionados a placas de plastico estéreis, especificas para microdiluicdo as quais
contém pocgos de fundo redondo ou coénico. A CIM é a menor concentragao de
agente antimicrobiano capaz de inibir completamente o crescimento do
microrganismo em estudo, conforme observado a olho nu ou por aparelhos que
facilitem a leitura dos testes. Realizada a microdiluicdo, o crescimento nos pogos
contendo o agente antimicrobiano deve ser comparado com o crescimento nos
pogos do controle de crescimento (isento da adigao de antimicrobiano). Para haver
validade no teste € necessario ocorrer crescimento no pogo do controle positivo
(contendo o0 inoculo) e empregar-se uma comparagdo com um padrao
antimicrobiano ja conhecido (ALVES et.al., 2008).

3.8.3 Citotoxicidade in vitro

Estudos toxicoldgicos in vitro se tornam uma opgéo na triagem em busca de
plantas que possuam efeitos toxicos, além de diminuir custos, obter respostas
rapidas e colaborar com o principio dos 3 “erres” (reduction, refinement e
replacement) - reducao, refinamento e substituicdo. Os métodos in vitro apresentam
vantagens em relagdo aos in vivo tais como: poder limitar o numero de variaveis
experimentais; obter dados significativos mais facilmente; além do periodo de teste
ser, em muitos casos, mais curto o que permite um maior numero de repeticées dos
ensaios; utiliza menor quantidade da substancia a ser testada; inumeros tipos
celulares que possibilitam os testes em praticamente todos os tecidos e diferentes
espécies animais (GALUCIO, 2014).

A detecgao de atividade citotoxica de um fitoterapico constitui uma medida
prioritaria, uma vez que varios compostos quimicos podem ser capazes de causar
efeitos toxicos. Portanto, experimentos capazes de fornecer, com razoavel margem
de seguranga, indicagbes sobre os riscos envolvidos na sua utilizacdo sédo
fundamentais (BENIGNI, 2005).

A realizacdo da avaliagdo citotdxica € muito importante na pesquisa de
substancias com atividade antimicrobiana apresentando menor toxicidade e maior
seletividade. Para realiza-la, antes de proceder aos ensaios in vivo, faz-se analises
em células eucaridticas (in vitro) e a partir disso, calcula-se o IC90 que € o indice

que determina 90% de viabilidade celular, visualizado pela mudancga de coloragéo do
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reagente empregado (alamar blue). A partir do IC90, calcula-se o IC50 que

representa a concentragao onde ocorre 50% de morte celular (SIMONETTI, 2015).

3.8.4 Atividade antioxidante

Ha um interesse crescente em produtos naturais com atividade antioxidante
por seus beneficios a saude associados a prevencao de danos por espécies
reativas de oxigénio, como também pela protecdo que oferecem a oxidagao dos
lipideos dos alimentos. Muito dos efeitos benéficos antioxidantes de plantas e seus
frutos tem sido atribuido aos componentes fendlicos, especialmente os flavondides.
Em geral, esses componentes agem protegendo as biomoléculas contra o dano
oxidativo por meio de reagées mediadas por radicais livres. No sistema vascular, os
compostos fendlicos promovem seus efeitos protetores por um aumento da
producdo de oxido nitrico (ON) pelas células endoteliais ou mesmo pela prevencéo
da oxidacao de ON (RATTMANN et al., 2011).

O uso de antioxidantes naturais tem aumentado com as descobertas das
propriedades dos componentes que sao produzidos pelas plantas por meio do
metabolismo secundario. Atribui-se a presenca de compostos fendlicos, com
destaque aos flavonoides, a atividade antioxidante dos componentes produzidos
pelos vegetais. Esses componentes podem atuar como agentes redutores,
sequestradores de radicais livres, quelantes de metais ou desativadores do
oxigénio singleto e/ou exibir, simultaneamente, mais de uma dessas fungdes
(CANTERLE, 2005).

Diversos métodos podem ser empregados para a determinagdo da atividade
antioxidante de extratos vegetais ou substancias isoladas como o de sequestro do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), de co-oxidagdo do [(-caroteno/acido
linoleico, de sequestro do perdxido de hidrogénio, de sequestro do radical peroxil
(método ORAC), de sequestro do radical superoxido - xantina oxidase e de
sequestro do &cido hipocloroso (ALVES et al., 2010).

Um dos métodos mais utilizados baseia-se na avaliacdo da atividade
sequestradora do radical livre 2,2- difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) de coloracéo
purpura que absorve a 515 nm. O DPPH é um radical livre estabilizado pela
ressonancia do elétron desemparelhado que evita sua dimerizagdo e inativagéo
como radical livre. Quando na forma reduzida, ele apresenta coloragdo diferente da
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oxidada, permitindo a detec¢cdo dos processos de oxirredugdo de substéncias

potencialmente antioxidantes (YADAV et al., 2011).



METODOLOGIA
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4 METODOLOGIA
4.1 Coleta do material botanico
As raizes da T. palmadora foram coletadas em setembro de 2016 (periodo de

seca), no Sitio Farinha, préximo a praca do Meio do Mundo, latitude: -7.15,

longitude: -36.1167, distrito Nazaré, municipio de Pocinhos, Paraiba, (Figura 5).

.‘ 4
e
A |

Figura 5. Localic;éo do Sitio Farinha — Paraiba
O material vegetal foi preparado para confecgao da exsicata e enviado ao

Herbario Jayme Coelho de Moraes da UFPB/Areia, identificada pelo mestre em

agronomia Erton Mendonga de Almeida e esta resgistrada sob o numero EAN 1724.

4.2 Obtencgao da droga vegetal

As raizes passaram por processo de secagem em estufa com circulagdo de
ar, a temperatura de 40 °C, até estabilizagdo da umidade. Apds secagem, o material
foi triturado em moinho de rotor vertical. Em seguida, foi acondicionado em frasco
hermeticamente fechado, protegendo-o da umidade, temperatura e predadores. O
peso obtido da droga vegetal da raiz foi de 1.435 g.

4.3 Caracterizagao fisico-quimica da droga vegetal

4.3.1 Granulometria da droga vegetal
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O ensaio de granulometria seguiu a metodologia descrita na Farmacopeia
Brasileira (2010). O procedimento utilizou 25 gramas da droga vegetal das raizes de
T. palmadora, que foi submetida a uma série de tamises com abertura de malhas
diferenciadas (710, 355, 180, 150, 75 e 38 ym) dotado de um vibrador (Bertel),
durante 15 minutos. O tamanho das particulas foi analisado em duplicata e avaliado
pela quantificagdo percentual de retencdo do p6 em cada tamis de acordo com a

seguinte equacao (1).

% retido pelo tamis = P1.+ P2 x 100 (1)
2
Onde,
P1 e P2= peso da amostra retida em cada tamis (em gramas).

4.3.2 Determinagao da Densidade da droga vegetal

A determinagdo da densidade seguiu o método descrito na Farmacopeia
Brasileira (2010), na qual 10 gramas da droga vegetal das raizes de T. palmadora foi
acondicionado em uma proveta de 50 mL e submetidas a sucessivas quedas de até
500 vezes a uma altura de 20 cm. Com o volume inicial medido calculou-se a
densidade aparente (equacao 2) e, apds o processo, a densidade compactada
(equagao 3). A partir das densidades aparente (da) e compactada (dc), determina-se
o Fator de Hausner (FH) e o indice de compressibilidade (IC), conforme a equag&o
(4) e a equacgao (5), respectivamente (AULTON, 2005).

Da=_Ma (2) Dc=Ma (3) FH=Ma (4) IC =Dc—Dax 100 (5)
Va Ve Da Dc

Onde,
Ma = massa aparente;
Va = volume aparente;

V¢ = volume compactado.
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4.3.3 Teor de Cinzas da droga vegetal

Em cadinhos de porcelana previamente -calcinados e resfriados foi
adicionados 2 g da droga vegetal. Estes foram pesados e levados a mufla a 450 °C
por 4 horas. Apds este periodo a amostra foi resfriada em dessecador e pesada. A
porcentagem de cinzas, obtidas em triplicata, foi calculada em relagdo a droga seca,

de acordo com a equacgao 6.

% Cinzas = P2 - P1 x 100 (6)
P3

Onde,

P1 = peso do cadinho vazio;

P2 = peso do cadinho com amostra apds a calcinagdo e resfriamento;
P3 = peso inicial da amostra.

4.3.4 Teor de umidade da droga vegetal

Dois gramas da droga vegetal foram transferidos para pesa-filtro (Cadinho)
previamente dessecado e tarado. A amostra foi submetida a aquecimento em estufa
a 105 °C durante 24 horas, com posterior resfriamento em dessecador e pesagem.
Os resultados de trés determinagdes foram avaliados em termos de porcentagem

ponderal sobre a quantidade da amostra, utilizando a equacgéo 7.

% Perda =Pu —=Ps x 100 (7)
Pa
Onde,
Pa = peso da amostra (g).
Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecagéo (g).
Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra apos a dessecacao (g).

4.3.5 Determinacgao do Potencial Hidrogenidnico (pH) da droga vegetal
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Pesou-se em um béquer 5 g da droga vegetal e, em seguida, foi adicionada
50 mL de agua destilada. A mistura foi submetida a rotagdo mecanica, de forma que
as particulas ficassem suspensas. O eletrodo do pHmetro foi inserido ao béquer e
esperou-se o0 equipamento estabilizar até obter um valor fixo.

4.3.6 Microestrutura da droga vegetal

A microestrutura da droga vegetal foi analisada por Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV). A andlise quimica elementar da amostra foi realizada por meio de
EDS (Energy Dispersive Spectroscopy). Estas analises foram realizadas no
Laboratorio de Avaliagdo e Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste — UFCG,
onde foi utilizado o microscopio HITACHI modelo TM-1000 (Technologies do Brasil
Ltda, Sao Paulo, Brasil).

4.3.7 Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR) da droga vegetal

A FTIR foi determinada utilizando um equipamento Spectrum 400 da Perkin
Elmer. A técnica FTIR foi usada para analisar a drogra vegetal, utilizando a faixa de
varredura de 4000 a 650 cm™.

4.3.8 Andlise termogravimétrica (TG) e Andlise Térmica Diferencial
(DTA) da droga vegetal

A andlise da droga vegetal foi obtida em termobalanca modelo TGA-50H da
Shimadzu (Quioto-Jap&o), sob a razdo de aquecimento de 10 °C min™", em faixa de
temperatura de 25 a 900 °C, e em atmosfera dinamica de nitrogénio (50 mL min™).
Foi utilizada uma massa de aproximadamente 7 mg da amostra, acondicionada em
cadinho de alumina. Os calculos de perda de massa foram realizados com auxilio do
programa Tasys 60 da Shimadzu®.

4.4 Prospeccao fitoquimica
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4.4.1 Obtencao dos extratos e fases da T. palmadora

A droga vegetal (300 g) foi submetida ao processo de extragéo por percolagéo
em etanol/ agua (1:1). Foram realizadas extragdes num intervalo de 48 horas. O
percolado obtido passou por um processo de nebulizagdo do solvente em Spray
Dryer no equipamento LM MSDO, a uma temperatura de secagem de 75°C.,
obtendo-se assim o Extrato Hidroalcoolico Nebulizado (EHAN) (4,44 g).

A droga vegetal (316 g) também foi submetida ao processo de extragcado por
percolagao em etanol (EtOH) a 96%. Foram realizadas extragdes num intervalo de
48 horas. O percolado obtido passou por um processo de evaporagdo do solvente na
centrifuga evaporadora tipo Rocket. Em seguida, o material foi colocado na estufa a
uma temperatura de 40°C, obtendo-se assim o Extrato Etandlico Bruto (EEB) (26,77
9).

Para a obtencédo das fases, 25 g do EEB foi solubilizado em metanol/agua
(7:3). A solucgéo resultante foi particionada em solventes com gradiente crescente de
polaridade, obtendo-se as fases Hexano (Hex), Diclorometano (CH,Cl,), Acetato de
Etila (AcOEt) e n-Butanol (n-BuOH) (Esquema 1). As fases foram concentradas em
rotaevaporador a temperatura < 40° C.

— Fase Hex (1,7886 g)

Solugéo Fase CH,ClI,
MeOH:H,0 (7:3) (1,9879 g)
1

EEB (25 g)

Fase AcOEt
(0,5926 g)

Fase n-BuOH
(0,5534 g)

Esquema 1. Fases obtidas por meio de uma parti¢ao liquida:liquida do EEB das
raizes da T.palmadora
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4.4.2 Obtencao dos extratos da T. palmadora por extragao acelerada

por solvente

As extragdes foram realizadas também por um extrator automatico (ASE 350,
Dionex Accelerated Solvent Extractor - Thermo Scientific, Sdo Paulo, Brasil). Pesou-
se 27g da droga vegetal e misturou-se com 8 g de terra diatomacea. Essa mistura foi
inserida em uma célula de extracdo de ago inoxidavel. As condi¢cdes de processo
incluiram temperatura de 40 °C; lavagem de 5 minutos; tempo de extragdo de 15
minutos em cada ciclo e purga de 20 segundos. Todas as extrages foram
realizadas sequencialmente por duas vezes, gerando dois ciclos de extracdes de
substancias bioativas para cada amostra. Os solventes utilizados foram: Hex,
CH.Cl,, AcOEt e EtOH, respectivamente (Esquema 2). Os solventes foram
evaporados no equipamento Rocket centrifugal Evaporator e, em seguida, colocados
na estufa a uma temperatura de 40 °C, obtendo-se assim os extratos

correspondentes.

Extrato Hex
(2,1593 g)

Equipamento ASE | Ex(t:aé%z%ng)Cb

Droga vegetal
(573 g)

Extrato AcOEt
(0,7775 g)

Extrato EtOH
(9,805 g)

Esquema 2. Obtencgao dos extratos da raiz da T.palmadora

4.5 Screening fitoquimico qualitativo

O screening fitoquimico realizado avaliou a presencga de saponinas, fenois e

taninos, polissacarideios, flavanoides, alcaloides, esteroides/triterpenoides,
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realizados de acordo com a metodologia descrita por Barbosa (2001) e Peixoto
Sobrinho et al. (2012), especificadas na tabela 3.

Tabela 3. Pesquisa de metabdlitos secundarios em Tacinga palmadora.

Metabdlito secundario Reagente
Saponinas Teste de espuma
Alcaloides Drangedorf, Mayer, Bouchardat

Esteroides/Triterpenoides Liebermann — Buchard
Fenois/ Taninos Solugéo alcdlica de FeCl; a 1%
Flavonoides Reacao de Shinoda
Polissacarideo Solugéo de Lugol

451 Testes para determinacao de saponinas,

polissacarideos, fendis e taninos.

Foi preparada uma solugdo-méde com os EEB da raiz da T.palmadora para
realizar os testes que utilizam agua destilada como solvente. Para isso, foi pesado
140 mg dos EEB, que foi dissolvido em 28 mL de agua destilada. Em seguida esta
solucao foi levada ao banho de ultrassom a fim de dissolver todo soluto.
Posteriormente, a solugao foi filtrada em papel de filtro Whatman qualitativo,
reservando o filtrado e obtendo-se a solugao-mae.

Para determinagdo das saponinas espumidicas, transferiu-se 5 mL da
solugdo-mée para o tubo de ensaio, sendo diluida em 15 mL de agua destilada. Em
seguida, a solugéo foi agitada vigorosamente por 2 minutos em tubo fechado. O
resultado é considerado positivo quando a camada de espuma permanecesse
estavel por mais de meia hora.

Para determinagdo de polissacarideos, foi transferido 5 mL da solugdo-méae
para tubo de ensaio, adicionado de 2 gotas de lugol. O aparecimento de coloragdo
azul indica o resultado positivo.

Para determinacao de fenois e taninos, foi transferido 5 mL da solugao-mae
para tubo de ensaio, adicionado de 2 gotas de solugdo alcodlica de FeCI3 a 1%.
Qualquer mudanca na coloracao ou formacao de precipitado indica reacao positiva,
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quando comparado com o teste em branco (solvente+reativo). Uma coloracgao inicial
entre o azul e o vermelho € indicativa da presencga de fendis. Um precipitado escuro
de tonalidade azul indica presenga de taninos pirogalicos, e verde, presenca de

taninos catéquicos.

4.5.2 Testes para determinagao de flavonoides.

Foi preparada uma solugdo-mde com os EEB da raiz T.palmadora para
realizar os testes que utilizam MeOH como solvente. Para isso, foi pesado 120 mg
de EEB e dissolvido em 24 mL de MeOH. Em seguida esta solugédo foi levada ao
banho de ultrassom a fim de dissolver todo soluto. Posteriormente, a solugéo foi
filtrada em papel de filtro Whatman qualitativo, reservando o filtrado e obtendo-se a
solugdo-mée.

Para determinacgdo de flavonoides, foi transferido 10 mL da solugdo-mae para
tubo de ensaio e, em seguida, adicionadas 5 gotas de HCI concentrado e raspas de

magnésio. O surgimento de uma coloracao résea indica reagao positiva.

4.5.3 Testes para determinacao de esteroides e triterpenoides

Foi preparada uma solugdo-mae com os EEB da raiz da T.palmadora para
realizar os testes que utilizam CHCI; como solvente. Para isso, foi pesado 75 mg de
EEB e dissolvido em 15 mL de CHCI3. Em seguida esta solucao foi levada ao banho
de ultrassom a fim de dissolver todo soluto. Posteriormente, a solugéo foi filtrada em
papel de filtro Whatman qualitativo, reservando o filtrado e obtendo-se a solugéo-
mée.

Para determinagédo de esteroides e triterpenoides, 10 ml da solugdo-mae foi
filtrada e adicionado 1 mL de anidrido acético, sob agitacdo suave. Em seguida,
foram adicionadas 3 gotas de H,SO4 concentrado. O rapido desenvolvimento de

cores que vao do azul evanescente ao verde persistente indicam resultado positivo.

4.5.4 Teste para determinacgao de alcaloides
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25 mg do EEB da raiz da T.palmadora foram dissolvidos em 5 mL de solugéo
de HCI 5% e filtrados. Foram separadas trés por¢des de 1 mL em cada tubo de
ensaio e adicionado em cada tubo gotas dos reativos de Bouchard, Dragendorff,
Mayer. Precipitagdo ou turvagdo em pelo menos uma cavidade é indicativa de

resultado positivo.
4.6 Screening fitoquimico quantitativo

A determinacdo do teor de polifendis totais foi realizada por
espectrofotometria na regido UV (Shimadzu). O método avaliou a absorbancia das
solucdes preparadas das fases CH,Cl, e AcOEt, frente a absorbancia de solugdes
com reagentes padronizados, a qual expressou os resultados baseados na
concentragéo de polifendis totais por miligramas equivalentes do reagente padréo.
Inicialmente, obteve-se uma curva de calibragdo, feita a partir de uma solugdo do
reagente padrao referente. O ensaio foi realizado em ftriplicata e tratado
estatisticamente por ANOVA (p < 0,05).

4.6.1 Teor de polifendis totais

Esta determinacao seguiu o método descrito por Chandra e Mejia (2004). Foi
adicionado 1 mL da solugéo aquosa das fases AcOEt e CH,Cl, a 1 mL do reagente
de Folin-Ciocalteau a 1N. Esta mistura permaneceu em repouso por 2 minutos.
Posterior a este periodo, foi adicionado 2 mL de uma solugdo aquosa de Na,CO; a
20% (p/v), com novo repouso de 10 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura da
absorbancia a 757 nm em espectrofotémetro frente a um branco composto por agua
destilada, reagente de Folin-Ciocalteau e solugéo a 20% de Na,CO:s.

Para a obtencdo da curva analitica, uma solugdo padrdo acido galico foi
preparada nas concentragées de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 ug mL™. A
concentragéo de polifendis foi expressa em miligramas equivalentes de acido galico.
As analises foram realizadas em triplicata e a equagao de calibragéo do acido galico
foi y = 0,0066x — 0,0273 (R? = 0,9859).

4.7 Fracionamento cromatografico das fases e extratos
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As fases particionadas e extratos obtidos foram submetidos a cromatografia
em coluna (CC) e cromatografia de média pressdo usando-se gel de silica
(Macherey-Nagel), 0,063-0,2mm/70-230 mesh como fase estacionaria e Hex,
CH.Cl,, AcOEt e MeOH puros e/ou misturas binarias como fase movel, por ordem
crescente de polaridade. As fragbes foram analisadas comparativamente em
cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) e analisadas e isoladas em
cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) utilizando diversos sistemas
de eluicdo e reunidas, quando semelhantes, mediante o uso de sistemas
reveladores como luz ultravioleta (Sppencer Equipamentos), no comprimento de
onda de 264 e 365 nm.

O extrato CH,Cl,, obtido pelo ASE, foi selecionado para o fracionamento
através de CC, utilizando-se 800 mg da amostra e obtendo 105 fragées (Esquema 3
e Tabela 4), Estas foram reunidas por semelhanga de fator de retengcéo (RF) e
verificadas em CCDA. As fragbes 36 a 38 foram reunidas e submetidas a técnicas

espectroscdpicas obtendo-se assim o composto codificado por Tp-1.

Extrato CH,CI,

CC em gel silica

105 fragoes

CCDA

Fracdes reunidas
-36 438

Tp-1 (8,7 mg)

Esquema 3. Isolamento do Tp-1 do extrato diclorometano das raizes de T.

palmadora.
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Tabela 4 — Fracionamento cromatografico do extrato diclorometano das raizes de T.

palmadora.

Fragcoes Solventes Proporgao (%)
1-2 Hex:CH,Cl, 50:50
3-5 Hex:CH,Cl, 50:50

6-10 Hex:CH,Cl, 40:60
11-12 Hex:CH,Cl, 35:65
13-14 Hex:CH,Cl, 35:65
15-19 Hex:CH,Cl, 30:70
20-22 Hex:CH,Cl, 20:80
23-29 Hex:CH,Cl, 10:90
30-35 CHCl, 100
36-38 CH.Cly:AcOET 95:5
39-40 CH.Cl,:AcOET 88:12
41-43 CH.Cl,:AcOET 84:16
44-47 CH.Cly:AcOET 80:20
48-51 CH.CI;:AcOET 75:25
52-55 CH.Cl,:AcOET 65:35
56-60 CH.Cly:AcOET 55:45
61-68 CH.Cl;:AcOET 45:55
69-75 CH.Cl:AcOET 30:70
76-87 CHCl:AcOET e AcOEt 10:90 e 100
88-91 AcOET e MeOH 94:6
92-95 AcOET e MeOH 85:15
96-101 AcOET e MeOH 80:20
102-105 AcOET e MeOH 60:40

A fase CH,CI, obtida pela partigdo do EEB, foi selecionada para o

fracionamento através da cromatografia de média pressao, utillizando-se 1920 mg

da amostra e obtendo-se 121 fragbes (Esquema 4 e Tabela 5). Estas foram reunidas

por semelhanga de fator de retencdo (RF) e verificadas e analisadas em CCDA e
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CCDP. As fragbes 37 a 40 foram reunidas e submetidas a técnicas

espectroscépicas, obtendo-se assim o composto codificado por Tp-2.

Fase CH,Cl,

121 fragbes

Fracgbes reunidas
-37a40

Tp-2 (5,8 mg)

Cromatografia de
média pressao

CCDA e CCDP

Esquema 4. Isolamento da Tp-2 da fase diclorometano das raizes de T. palmadora.
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Tabela 5 — Fracionamento cromatografico da fase diclorometano das raizes de T.

palmadora.
Fragcoes Solventes Proporgao (%)
1-9 Hex 100
10-12 Hex:CHCl, 50:50
13-20 Hex:CH,Cl, 2575
21-24 CH.Cl, 100
25-30 CH.Cly:AcOET 90:10
31-33 CH,Cl:AcOET 80:20
34-36 CH,Cl;:AcOET 80:20
37-40 CH.Cl,:AcOET 70:30
41-47 CH.CIl,:AcOET 60:40
48-50 CH.Cly:AcOET 50:50
51-54 CH.Cl,:AcOET 50:50
55-56 CH,Cl:AcOET 40:60
57-63 CH.Cly:AcOET 30:70
64-67 CH.CI;:AcOET 30:70
68-73 CH,Cl:AcOET 20:80
74-76 CH.Cly:AcOET 10:90
77-81 AcOEt 100
82-94 AcOET e MeOH 95:5
95-105 AcOET e MeOH 90:10
106-110 AcOET e MeOH 85:15
111-116 AcOET e MeOH 80:10
117 AcOET e MeOH 75:25
118-120 AcOET e MeOH 70:30
121 AcOET e MeOH 50:50

A fase ACOET, obtida pela particdo do EEB, foi selecionada para o

fracionamento através da através de CC, utillizando 592,6 mg da amostra, da qual

obteve-se 99 fragdes (Esquema 5 e Tabela 6). Estas foram reunidas por semelhancga
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de fator de retencdo (RF) e verificadas e analisadas em CCDA. As fragdes 27 a 29

foram reunidas e submetidas a técnicas espectroscopicas, obtendo-se assim o

composto codificado por Tp-3.

Fase AcCOET

99 fracdes

Fragdes reunidas
-274a29

Tp-3 (3,3 mg)

CC em gel Silica

CCDA

Esquema 5. Isolamento da Tp-3 da fase acetato de etila das raizes de T. palmadora.



60

Tabela 6 — Fracionamento cromatografico da fase acetato de etila das raizes de T.

palmadora.
Fragcoes Solventes Proporgao (%)

1-10 Hex:CH,Cl, 30:70
11-20 CHCl, 100

21-26 CH.CIl;:AcOET 90:10
27-29 CH.CIl,:AcOET 85:15
31-32 CH.Cly:AcOET 82:18
33-39 CH,Cl:AcOET 75:15
40-41 CH.CIly:AcOET 70:30
42-47 CH.Cl,:AcOET 60:40
48-52 CH.CIl,:AcOET 55:45
53-55 CH.Cly:AcOET 50:50
56-60 CH.Cl,:AcOET 40:60
61-68 CH,Cl:AcOET 20:80
69-76 AcOET e MeOH 95:5
77-80 AcOET e MeOH 90:10
81-83 AcOET e MeOH 85:15
84-87 AcOET e MeOH 85:15
88-93 AcOET e MeOH 80:20
94-98 AcOET e MeOH 75:25

99 MeOH 100

O EHAN obtido pela percolagéao, foi selecionado para o fracionamento através

de CC, utilizando 3500 mg da amostra e obtendo 73 fragdes (Esquema 6 e Tabela

7), Estas foram reunidas por semelhancga de fator de retencao (RF) e verificadas e

analisadas em CCDA. A fragdo 6 foi selecionada e submetida a técnicas

espectroscopicas, obtendo-se assim o composto codificado por Tp-4.



EHAN
CC em gel Silica
73 fragdes
CCDA
Fracao 6
Tp-4 (3,5 mQ)

Esquema 6. Isolamento do Tp-4 do EHAN das raizes de T. palmadora.
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Tabela 7 — Fracionamento cromatografico do extrato hidroalcdolico nebulizado das

raizes de T. palmadora.

Fragcoes Solventes Proporgao (%)
1-5 Hex:CH,Cl, 50:50
6 CH.Cl, 100
7-10 CH.CIl;:AcOET 80:20
10-18 CH.CIl,:AcOET 75:35
19-25 CH,Cl:AcOET 50:50
26-31 CH.CIl;:AcOET 40:60
32-41 CH.CIl,:AcOET 50:50
42-50 AcOET 100
51-58 AcOET:MeOH 90:10
59-65 AcOET:MeOH 80:20
66-70 AcOET:MeOH 70:30
71-73 MeOH 100
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4.8 Métodos Espectroscopicos

Os espectros de RMN de Hidrogénio (RMN de 'H) e de Carbono (RMN de
3C), além de técnicas bidimensionais, foram registrados em espectrdmetro
BRUKER AVANCE Il operando 400 MHz para o 'H e 100 MHz para "*C do Instituto
de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), da UFPB. Os solventes
deuterados utilizados foram o CDCI; e Acetona-d6. Os deslocamentos quimicos (0)
foram expressos em partes por milhdo (ppm), sendo utilizado o préprio solvente
como referéncia interna e as constantes de acoplamento (J) em Hz. As
multiplicidades dos deslocamentos quimicos de RMN de 'H serdo indicadas
segundo as convengoes.

Os espectros de massas foram obtidos utilizando a espectrometro de Massas
com lonizagcédo por Eletrospray e Analisador do tipo "lon Trap" e por analise em
Cromatografica Gasosa com Detecgcao de Massas por Impacto Eletrénico do Instituto
de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), da UFPB.

4.9 Atividade toxicoldgica frente a Artemia salina

O bioensaio com A. salina é baseado na técnica descrita por Meyer e
colaboradores (1982). Apds a escolha e preparagdo do extrato, procedeu-se a
implantagdo e padronizagdo da metodologia com A. salina. Os testes de toxicidade
foram realizados com os quatros extratos da T. palmadora.

De inicio, preparou-se a solugéo salina oriunda da solubilizagdo de 19,5 g de
sal marinho em 0,5 litros de agua destilada. Dessa forma, foi realizado o ensaio e,
posteriormente, os cistos de A. salina foram colocados na incubadora, junto com a
solugdo salina, em um dos lados do recipiente. A parte do sistema contendo os
cistos foi recoberta com papel aluminio, para que as larvas, apds a eclosdo dos
cistos, fossem atraidas pela luz do outro lado do sistema, forgando-as a atravessar a
diviséria.

Apbs 24 horas, em temperaturas compreendidas entre 22° C — 29° C e sob
iluminagdo de uma lampada incandescente (40 W), os cistos eclodiram. Em um
béquer mediu-se 0,02 g do extrato Hex da T. palmadora, que foi dissolvido em 40 pL

de Tween® (solvente) e 5 mL da solugéo salina, obtendo-se a solugdo mée, no qual a
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concentragdo utilizada foi de 0,0039 g mL™", obtida através da C = m/v, onde, C =
0,02g / 0,04 + 5. Em seguida, em tubos de ensaio, foram adicionados 640, 1280,
2560, 5120, 10240 uL da solugdo mae e 5 mL da solugdo salina. Em cada tubo foi
adicionado 10 artemias que foram coletadas com auxilio de uma pipeta de Pasteur.
Cada concentragdo foi testada em ftriplicata e repetida em pelo menos trés
experimentos.

O conjunto permaneceu em incubagdo sob luz artificial por 24h e,
posteriormente, foi realizada a contagem do numero de larvas vivas € mortas, para
determinagao da CLs (concentragao que produz 50 % de letalidade).

O segundo extrato utilizado foi o CH,Cl, da T. palmadora. Seu emprego
seguiu as mesmas etapas listadas para a primeira fase, entretanto houve
necessidade de dissolvé-la em 40 pL de Tween®. Além disso, as concentracbes da
solugdo mae adicionadas aos tubos de ensaio foram 320, 640, 1280, 2560, 5120 pL.

O terceiro extrati utilizado foi o AcOEt da T. palmadora, que também seguiu
as mesmas etapas listadas para as outras fases, havendo a necessidade de
dissolve-la em 40 pL de Cremofor® (solvente), para ser obtido a solugdo mae. As
concentragbes da solugdo mae adicionadas aos tubos de ensaio foram 640, 1280,
2560, 5120, 10240 pL.

O quarto extrato utilizado foi o EtOH da T. palmadora, seguindo as mesmas
etapas listadas para as outras fases e havendo a necessidade de dissolve-la em 40
uL de Cremofor® (solvente), para ser obtido a solucdo mae. As concentragdes da
solugdo mae adicionadas aos tubos de ensaio foram 320, 640, 1280, 2560, 5120 L.

Os valores de CLsg foram calculados através da expressdo dos resultados
como uma percentagem dos controles e determinados graficamente a partir das
curvas concentragao-resposta por regressdo ndo-linear com intervalo de confianga
de 95%, utilizando-se o programa “Graph Pad Prism” 4.04.

4.10 Atividade antimicrobiana in vitro
4.10.1 Cepas Microbianas

As linhagens bacterianas e fungicas foram provenientes da American Type
Culture Collection (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli



64

ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC
76645, Candida krusei ATCC 14243 e Candida tropicalis ATCC 13803. As cepas
selecionadas foram estocadas e mantidas em meios de culturas apropriados, de
acordo com as recomendacdes do fornecedor. As cepas foram utilizadas para a
determinacao da CIM e testadas com os extratos Hex, CH2Cl,, AcOEt e EtOH.

4.10.2 Determinagao da Concentragao Inibitoria Minima (CIM)

A concentragdo inibitoria minima (CIM) foi determinada pela técnica de
microdiluicdo proposta pelo CLSI (2012), para bactérias e NCCLS (2002) para
fungos, utilizando placas de 96 pocos. Foi utilizado caldo Mueller Hinton para as
bactérias e Caldo Sabouraud Dextrose para as leveduras. Col6nias dos
microorganismos foram suspensas em solucao salina (NaCl) a 0,9% (p:v), sendo a
suspensao ajustada em espectrofotometro a 625 nm para bactérias e 530 nm para
fungos, que resultaram em uma concentragao final de 5 x 10° UFC mL™" e 2,5 x 10°
UFC mL™, respectivamente. Foram realizadas diluicées seriadas do extrato em um
intervalo de concentragdes entre 1020 e 3,98 pg mL'. Um meio tensoativo
(Cremofor®) foi empregado para dissolver as fases. As placas foram incubadas a 37 +
1°C durante 24 h. O crescimento microbiano foi indicado pela adicdo de 20 pL de
solugdo aquosa de resazurina (Sigma-Aldrich) a 0,01 %, com nova incubagéo a 37 °
C +1°Cdurante 2 h.

Os ensaios foram realizados em triplicata e a CIM foi calculada pela moda dos
resultados. O controle positivo utilizado para teste com cepas bacterianas foi a
gentamicina, a uma concentracdo de 1000 ug.mL™" e para cepas fungica, a nistatina,
a uma concentragdo inicial de 12,5 ug.mL’. Simultaneamente ao ensaio, foi
realizado controle de viabilidade das cepas, controle de esterilidade do meio de
cultura e controle do Cremofor.

A CIM foi considerada a menor concentragdo do produto em teste capaz de

inibir o crescimento das cepas utilizadas nos ensaios microbiolégicos.

4.11 Teste de hemodlise
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O procedimento experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Humana da UEPB (Certificado/CEP/UEPB No. 42778115.7.000.5187). Sangue do
tipo A+, B+ e O+ foram colocados em tubos com EDTA. O plasma foi retirado apés
centrifugagédo a 2500 rpm por 5 minutos. Posteriormente, a suspensédo de hemacias
foi lavada com solucdo salina a 1% (trés vezes) a 2500 rpm/5 minutos. As hemacias
foram ressuspendidas em solugéo salina a 1% e o volume foi ajustado para 5%.
Entéo, colocou-se 1,0 mL da suspensao de hemacia a 5% juntamente com 1,0 mL
das solucdes testes (EISELE, K. et al., 2010; BRANDAO, R. et al., 2005; BOZI, S. et
al., 2004).

Para os extratos CH,Cl,, AcOEt e EtOH foram utilizadas as concentragbes de
1; 2,5 e 5 mg.mL™", em tubos de ensaio, aguardando 1 hora a temperatura ambiente
para que ocorresse 0 processo de hemodlise. Apdés o tempo, cada tubo foi
centrifugado a 2500 rpm por 10 minutos, sendo o sobrenadante retirado para leitura
em espectrofotdmetro Biosystems BTS-310 no comprimento de onda de 540 nm.
Como controle positivo foi utilizado Triton-X 100 e como controle negativo, a solugéo
salina a 1%. A analise foi realizada em triplicata e o calculo do potencial hemolisante

das substancias foi realizado por meio da seguinte equacgao 8:

Ph = Ae - Ab x100 (8)
At

Onde,

Ph= Potencial Hemolisante (em porcentagem);

Ae = Absorbancia do extrato;

Ab = Absorbancia do branco (controle negativo);
At= Absorbancia do Triton-X 100 (controle positivo).

4.12 Atividade antioxidante
4.12.1 Sequestro do radical DPPH (2,2 -difenil -1- picril —hidrazil)

A técnica foi adaptada de Rufino et al. (2007) e Sousa et al. (2007). O método
baseia-se na transferéncia de elétrons onde, por agdo de um antioxidante, o DPPH
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(cor purpura) € reduzido formando difenil-picril-hidrazina, (coloragdo amarela), com
consequente desaparecimento da absorgao, podendo a mesma ser monitorada pelo
decréscimo da absorbancia. Preparou-se solugdes dos extratos CH,Cl, e AcOEt nas
seguintes concentragdes: 1000; 500; 250; 125; 62,5 e 31,25 pg.mL™. Um controle
negativo foi feito pela adigdo de metanol e DPPH e o controle positivo foi feito pela
adicéo de solugédo de um padrao de rutina e DPPH.

Adicionou-se a cada concentragdo dos extratos CH,Cl, e AcOEt uma solugéo
de DPPH 40 pL, exceto nos brancos, onde foi adicionado o solvente. Apds a adigéo
do DPPH, esperou-se 40 minutos e procedeu-se a leitura no espectrofotémetro a
517 nm. A capacidade de eliminar o radical DPPH (% de atividade antioxidante) foi
calculada utilizando-se a equagéo 9, A partir dos resultados obtidos determinou-se a
porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres (SRL).

SRL (%) = (Abs controle — Abs amostra) x 100 (9)

Abs controle

Onde,
Abs controle = Absorbancia da solugao de DPPH sem a amostra;
Abs amostra = Absorbancia da amostra com o DPPH.

4.12.2 Atividade Antioxidante Total (AAT)

Para a AAT empregou-se o método do complexo fosfomolibdénio, formado
pela reacao de fosfato sédico monobasico (0,498 g), molibdato de aménio (0,494 g)
e de acido sulfurico, em meio aquoso, sendo o volume final ajustado com agua
destilada para 100 mL.

Os extratos CH,Cl, e AcOEt foram pesadas na concentragdo de 1000 pg/mL
e diluidas a concentracdo de 400 ug.mL™. Foram separados eppendorfs de 1,5 mL
(3 eppendorfs para cada amostra) e misturou-se 1 mL da solugéo de fosfomolibdénio
com 100uL da amostra (1 ug.mL'ou 5 pg.mL™") ja diluida (triplicata).

Fez-se uma solugdo de acido ascérbico (AA) na concentracdo de 1 pg.mL™,
pesando 1mg de acido ascorbico e diluindo em 1 mL de metanol. Misturou-se 1 mL

da solugao de fosfomolibdénio com 100 uL da solugdo de acido ascoérbico.
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Levou-se todos os eppendorfs ao banho maria & seco por 90 minutos & 95°C e
em uma microplaca (96 pogos) pipetou-se 200 uL do branco em triplicata e 200 uL
da amostra e do acido ascorbico em 2 pogos (triplicata) — totalizando 6 pogos.

Foi utilizado o acido galico (AG), a quercetina (Q) e o hidroxitolueno butilado
(BHT) como padrdes do teste. Esses padrdes sao considerados pela literatura como
substancias antioxidantes.

Deixaram-se as amostras retornarem a temperatura ambiente e fez-se a
leitura em espectrofotdmetro a 695 nm. O resultado foi expresso em porcentagem de
atividade antioxidante total utilizando a equacgao 10:

AAT (%) = Ab amostra — Ab controle x 100 (10)
Ab AA — Ab controle

Onde,

Abs controle = Absorbancia da solugéao branco metanol;
Abs amostra = Absorbancia da amostra;

Abs AA = Absorbéncia do acido ascorbico.

4.12.3 Método Tiocinato Férrico

A atividade antioxidante dos extratos CH,Cl, e AcOEt foi avaliada também de
acordo com a metodologia descrita por Raymundo et.al., 2004.

Preparou 1mg/mL dos extratos. Misturou-se 200 uL do extrato, 204 uL de
acido linoleico, 400 yL de tampao fosfato e 196 pL de agua destilada em um
eppendorf, obtendo-se o volume final de 1 mL. Incubou as amostras por 24h a 40°C
(escuro). Apos 24 horas de incubagéao, pipetou em uma placa de microtitulagéo 50
ML da mistura (amostras incubadas do 1° dia), 50 pyL de etanol a 75%, 50 uL de
tiocianato de amodnia, 50 pL da solugao de cloreto de ferro. Apds 3 minutos, realizou-
se a leitura a 500 nm. Colocou-se a mistura original de volta na incubagéo (40°C) e
repetiu o processo da placa de microdiluicdo a 24h depois que o controle (acido
galico) chegou na sua absorbancia maxima, calculando-se, assim, a porcentagem de
inibicdo da peroxidacgao lipidica (Equagéo 11).
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Foi utilizado o acido galico (AG), a quercetina (Q) e o hidroxitolueno butilado
(BHT) como padrées do teste. Esses padrdes sdo considerados pela literatura como

substancias antioxidantes.

| (%) = (Abs da amostra - Abs do branco) x 100 (11)
(Abs AG- Abs branco)

Onde,

Abs controle = Absorbancia da solugéo branco metanol;
Abs amostra = Absorbancia da amostra;

Abs AG = Absorbancia do acido galico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagao fisico-quimica da droga vegetal

5.1.1 Distribuigdo granulométrica da droga vegetal de T.palmadora

O tamanho das particulas contidas na droga vegetal influencia a interagao
com o solvente e o material vegetal. Portanto a distribuicdo granulométrica configura
um parametro preliminar importante para a escolha do processo extrativo e do
solvente adequado, ja que influencia diretamente na eficiéncia do processo extrativo
(MIGLIATO et al., 2007). De acordo com a Farrmacopeia Brasileira (2010), o po
resultante das raizes de T. palmadora foi classificado como semifino, cujas
particulas passam em sua totalidade pelo tamis de abertura nominal de malha 355 e
no maximo 40% pelos tamis com abertura 180.

Este parédmetro constitui um fator determinante na homogeneidade e
reprodutibilidade dos processos extrativos. Pos de tamanho maior favorecem o
processo extrativo, pois particulas muito finas podem aderir as particulas maiores,
aumentando a viscosidade do meio e criando uma barreira que impecga a penetragao
de solventes. Portanto, o p6 obtido precisa ser testado frente a outros processos
extrativos, para obtencdo de maior eficiéncia na extragao, tais como a extragao por
ultrassom (MARQUES et al, 2012).

5.1.2 Densidade da droga vegetal de T.palmadora

A determinagéo da densidade foi utilizada para avaliar as caracteristicas de
escoamento e compressibilidade do pd (Tabela 8). Segundo Aulton (2005), a
densidade aparente é caracteristica do pd e ndo das particulas individuais que o
compdem, ja a determinagdo da densidade compactada é realizada quando o po
atinge um estado de maior equilibrio.



71

Tabela 8. Parametros obtidos no ensaio de propriedades de fluxo da droga vegetal
das raizes de Tacinga palmadora.

Propriedades fisico-quimicas Valores
Densidade de compactagéo (g mL™) 0,4762
Densidade bruta (g mL™) 0,2941
Indice de Compressibilidade (%) 38,1142
Fator de Hausher 0,6176

O fator de Hausner (FH) é uma medida indireta da facilidade de fluxo de po,
sendo que materiais que possuem valores superiores a 1,40 sao classificados como
coesivos, enquanto que os que apresentam valores inferiores a 1,25 sao
enquadrados como de facil escoamento (LAGOS et al., 2012). Desta forma o pé das
raizes de T. palmadora apresentou propriedades de fluxo bom, como reafirmado
pelo indice de compressibilidade (38,1142%). O p6 de T. palmadora foi classificado
como de facil escoamento, que é fundamental no processo de fabricagcao de formas

farmacéuticas sdlidas, a exemplo dos comprimidos e capsulas (GUPTA et al., 2013).
5.1.3 Teor de cinzas da droga vegetal de T.palmadora

A determinagédo do teor de cinzas avalia a pureza do material e detecta a
presenca excessiva de substancias aderentes e adulteragdes, o que pode evitar a
exposicdo do consumidor ao risco real de uso de material vegetal inadequado
(AMARAL et al., 2003). As cinzas obtidas por incineragao representam a soma de
material inorganico integrante da espécie (cinzas intrinsecas) com as substancias
aderentes de origem terrosa (cinzas extrinsecas) (SIMOES et al., 2007).

O ensaio de cinzas totais revelou percentual de 5,25% de matéria inorganica
(cinzas obtidas por incineragdo), mostrando um valor abaixo de 14%, conforme os
limites estabelecidos na Farmacopeia Brasileira (2010).

Esse resultado mostra que existe pureza do material, indicando que 0 mesmo
nao possui excesso de terra e/ou areia e que o processo de higienizagao foi
eficiente.

5.1.4 Teor de umidade da droga vegetal de T.palmadora
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A média do valor obtido do teor de umidade da droga vegetal da T. palmadora
foi de 5,70%, apresentando-se de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010), na
qual este resultado pode variar de 8 a 14%. Esta determinagdo é importante para o
controle microbiolégico, pois teores de umidade acima do especificado possibilitam o
desenvolvimento de fungos e bactérias, hidrélise e atividade enzimatica, com

consequente deterioracao de constituintes quimicos (MARQUES et.al., 2012).

5.1.5 pH da droga vegetal de T.palmadora

A droga vegetal da raiz pulverizada da T. palmadora e a agua destilada
apresentaram um valor médio de pH de 5,58 e 6,73, respectivamente. O valor de pH
do po estudado sugere a presenga de substancias acidas, uma vez que, nas
plantas, encontram-se diversos acidos minerais organicos combinados sob a forma
de sais, ésteres, lactonas, lipideos, esséncias, resinas e proteinas. Partes desses
componentes acidos também podem estar contidos no citoplasma da planta,
podendo ser dosados para caracterizar se um determinado extrato vegetal tem
carater acido ou basico (GUIZZO et.al, 2015).

5.1.6 MEV/EDS da droga vegetal de T.palmadora

A analise morfolégica da droga vegetal da raiz da T. palmadora foi realizada
com ampliagbes de 400, 500, 1000, 2000, 3000 e 5000x (Figura 6). Pode-se
observar a autenticidade do material utilizado como matéria-prima da raiz, havendo
conservagao das estruturas, mesmo apds o processo de trituragdo. As imagens da
amostra mostram a presenga de poros, o que pode sugerir a grande porcentagem
de oxigénio na composicdo da planta. As particulas possuem formas irregulares,
aparecendo como aglomerados de particulas de diferentes tamanhos e morfologia.
Sabe-se, no entanto, que um extrato seco deve proporcionar tamanho de particula
uniforme para promover um fluxo suave de pd e boa densidade (CHAVES et.al.,
20009).
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Figura 6. Microscopia Eletronica de Varredura da droga vegetal da raiz Tacinga
palmadora: a)400x b)500x ¢)1000x d)2000x €)3000x f)5000x

A EDS foi realizada no aumento de 2000x. Nas figuras 7 e 8 sao visualizados
os trés pontos onde foram realizadas as analises da composi¢cdo das mesmas. Os
resultados obtios através da técnica permitiram identificar a composi¢ao qualitativa e
semi-quantitativa acerca das propriedades do material em estudo. Tal identificagdo
foi realizada através da interacao inelastica dos feixes de elétrons com a amostra.

Observou-se a presenga de oxigénio (69,9%; 72,7%; 69,1%), carbono (8,4%;
7,5%; 9,9%), nitrogénio (8,4%; 8,5%; 9,1%), potassio (7,6%; 4,8%;7,5%) e cloro
(3,2%; 2,6%; 4,3%).

O perfil quimico obtido através da EDS permitiu avaliar a variacdo da
presenca de elementos quimicos, verificando a homogeneidade composicional do p6
da planta diferentes aumentos. O uso de técnicas refinadas auxilia na confirmagao
de resultados posteriores, para que estes sejam mais conclusivos e confiantes.

Investigar a composicdo elementar € extremamente importante do ponto de
vista farmacoldgico, toxicoldgico, bem como ambiental, tendo em vista que depende
de varios fatores, como: caracteristicas do solo (composi¢gdo mineral, pH, tamanho
das particulas, etc.), condigbes ambientais (temperatura, precipitagdo, umidade,

qualidade do ar, etc.) e a planta do cha (cultivo e estado biolégico, por exemplo).
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Além disso, o fingerprint elementar ja provou ser util para a classificagao de chas de
acordo com a origem geografica (MOREDA-PINEIRO; FISHER; HILL, 2003).

Ly

Figura 8. Espectroscopia de Energia Dispersiva do 1°, 2° e 3° ponto da droga
vegetal da Tacinga palmadora.



75

5.1.7 Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada

de Fourier (FTIR) da droga vegetal de T.palmadora

O espectro de infravermelho mostrou uma banda larga e de média
intensidade em 3324 cm™, referente ao estiramento O-H (grupamento hidroxila).
Duas bandas de pequena intensidade foram observadas em 2922 cm™ e 2843 cm™,
as quais sao indicativas de hibridizagéao sp>, correspondentes a grupos metilicos e
metilénicos, respectivamente. Em 1738 cm™ pode-se observar uma banda de baixa
intensidade sugestiva de grupamento carbonila (C=0) e em 1624 cm™ pode-se
observar uma banda sugestiva de estiramento vibracional da ligagdo C=C de
compostos aromaticos (Figura 9). Além disso, uma banda intensa e estreita, de
estiramento C-O foi observada em 1030 cm- 1, 0 que sugere a presenga de grupos
funcionais como alcoois, ésteres, cetonas, acidos carboxilicos e indica uma
variedade de metabdlitos secundarios, tais como flavonoides, alcaloides, esteroides
e polifenois, corroborando com os resultados obtidos nas analises fitoquimicas e do
EDS.
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2922 cm-1 e 2843 cm-1

3324 cm™

10000000 + 1624 em-1
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25000000 +————————————————————————————
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Figura 9. Espectroscopia na Regido de Infravermelho com Transformada de Fourier
da droga vegetal da Tacinga palmadora.

5.1.8 Analise Termogravimética (TG) e Analise Térmica Diferencial
(DTA) da droga vegetal de T.palmadora.
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A curva termogravimétrica (TG) da droga vegetal da raiz da T. palmadora
mostrou a ocorréncia de trés etapas de decomposic¢ao (Figura 10; Tabela 9).

A primeira etapa ocorreu entre 46,89 — 62,20 °C, com perda de massa de
4,779%. Este evento pode ser relacionado a desidratagédo da droga vegetal e a
evaporagao de constituintes volateis (SANTOS et.al., 2011).

Na segunda etapa, entre 299,08 - 332,58 °C houve uma perda equivalente
a 44,948% da massa do material. Essa perda significativa pode ser atribuida a de
composigao térmica de carboidratos e demais compostos orgénicos presentes na
droga (ARAUJO et.al.,2006).

A terceira etapa, ocorreu entre 364,40 — 434,05 °C com uma perda de
massa equivalente a 21,263%. Esta ultima perda pode ser referente a queima dos
restos carbonizados da matéria organica (ARAUJO et.al.,20086).

mg
8.00)

=amg
21 263% ——

0.00 200.00 400,00 500.00 800.0C
Temp [C]

Figura 10. Curva termogravimétrica da droga vegetal da Tacinga palmadora.

Tabela 9. Dados da curva termogravimética da droga vegetal da Tacinga palmadora.

Etapas Onset- Endset (°C) | Perda de massa (%)
12 Etapa 46,89 — 62,20 4,779
2° Etapa 299,08 - 332,58 44,948
32 Etapa 364,40 — 434,05 21,263

A curva térmica diferencial (DTA) da droga vegetal da raiz da T. palmadora

esta representada na Figura 11 e na Tabela 10.
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Exotérmico
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Figura 11. Curva térmica diferencial da droga vegetal da Tacinga palmadora.

Tabela 10. Dados da curva da analise térmica diferencial da droga vegetal da

Tacinga palmadora.

Eventos Onset - Endset (°C) AH (uV) | Pico (°C)
12 Evento 37,37 — 105,45 - 143,52 71,30
22 Evento 185,71 — 290,12 -116,32 253,09
32 Evento 316,13 — 384,90 98,99 343,46

Através da curva de DTA foi possivel observar dois eventos endotérmicos e
um evento exotérmico. O primeiro evento endotérmico ocorreu na temperatura 37,37
— 105,45 °C com energia de -143,52 J/g. O segundo evento endotérmico ocorreu
entre 185,71 — 290,12 °C com energia de -116,32 J/g e o terceiro evento exotérmico
ocorreu entre 316,13 — 384,90°C correspondendo a 98,99 J/g de energia.

As perdas de massas registradas através do TG foram confirmadas através
da presenca dos eventos registrados na curva de DTA. Essas técinas termoaniliticas
séo ferramentas Uteis e auxiliam na caracterizagdo da droga vegetal, avaliando o
parametro térmico e produzindo informagdes acerca do controle de qualidade da

droga vegetal.

5.2 Caracterizagao fitoquimica
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O screening fitoquimico qualitativo mostrou resultados positivos para
alcaloides e esteroides/triterpenoides.

Os produtos secundarios tém um papel importante na adaptagéo das plantas
aos seus ambientes. Essas moléculas aumentam a probabilidade de sobrevivéncia
de uma espécie, pois sdo responsaveis por diversas atividades bioldgicas, podendo
atuar como antibidticos, antifungicos e antivirais para proteger as plantas dos
patdégenos e também apresentar atividades antigerminativas ou toxicas para outras
plantas (CAMPOS et.al., 2011).

Santana et al. (2015) observou a presenga de terpenos, esteroides e
flavonoides no extrato da raiz de Cereus jamacaru DC. No trabalho de Oliveira
(2011) foi descrito a presenga no extrato etandlico das raizes de P. gounellei
(Weber) Byles & Rowley, de polifendis, cumarinas, agucares redutores, triterpenos e
esteroides, e a auséncia de fenilpropanoglicosideos, proantocianidinas e alcaloides.

As raizes de Opuntia ficus também apresentaram a presenga de compostos
fendlicos e flavonoides e estes, segundo Alimi et al. (2010), foram os responsaveis
por uma pronunciada atividade gastroprotetora semelhante a da ranitidina.

Nos ensaios semi-quantificativos foi verificado a concentre¢cdo de 80,41
mg.mL" e 19,5 mg.mL" de compostos fendlicos nas fases AcOEt e CHCly,
respectivamente. Os compostos fendlicos sdo substancias que possuem anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos. Dentre os compostos fendlicos
pertencentes ao metabolismo secundario dos vegetais encontram-se estruturas
como acidos fendlicos, flavonoides, derivados de cumarina, pigmentos
hidrossoluveis, ligninas, taninos e ainda fazem parte de proteinas. Alcaloides e
terpenoides conjugados estdo relacionados, principalmente, com a protecéo,
conferindo alta resisténcia a microrganismos e pragas (PROENCA DA CUNHA et al.,
2003).

A presenga de flavonoides nas raizes € um fato importante, visto que as
plantas liberam uma grande quantidade de compostos organicos no solo, onde a
maioria é responsavel pelo desenvolvimento de microrganismos na rizosfera, os
quais sdo responsaveis, pela fixagdo biolégica do nitrogénio. Varios flavonoides
atuam ativando a expressdo de genes reguladores da nodulagdo, sendo estes
importantes no periodo de seca, onde estes microrganismos podem conceder certo

grau de tolerancia as plantas contra o estresse hidrico ou ainda auxiliando no seu
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desenvolvimento por meio de mecanismos de promogdo de crescimento
(KAVAMURA, 2012).

5.3 COMPOSTOS ISOLADOS DE T.palmadora
5.3.1 Identificagéo de Tp-1

O constituinte quimico codificado como Tp-1, foi isolado da fase CH,Cl,,e
apresentou-se como um soélido amarelo, com peso 8,7 mg, soluvel em CHCI;

No espectro de RMN de 'H (3, CDCls, 400 MHz) (Figura 13, Pagina 81), foram
visualizados dois sinais, o primeiro em &y 7,56 (d, J = 16 Hz, 1H) e &4 6,26 (d, J =
15,92 Hz, 1H) sugestivos de hidrogénios vinilicos, com estereoquimica trans. Na
regido de hidrogénios aromaticos observou-se dois dupletos em &y 7,07 (d, J = 1,96
Hz, 1H) e &4 6,86 (d, J = 8,4 Hz,1H), além de um duplo dupleto em &y 7,00 (dd, J =
1,96 e 8,4 Hz, 1H), o que permite sugerir a presengca de um nucleo aromatico
trissubstituido. Foram vistos, ainda, os sinais em &y 4,18 (t, J = 6,72 Hz, 2H) e &4
0,87 (t, J = 6,56 Hz, 3H), sendo este ultimo caracteristico de metila em cadeia
alifatica.

No espectro de RMN de '*C (5, CDCls;, 100 MHz) (Figura 14, Pagina 82),
obtido pela técnica APT, sé foi possivel observar os sinais para carbono ndo
hidrogenado em 8¢ 168,6, para carbono metilicos em Oc 144,52; 122,9 para
carbonos metilénicos C 64,89; 26,13 e em &¢ 22,44 para uma metila.

A andlise do mapa de contorno heteronuclear HSQC ('H x *C) (Figura 15,
Pagina 83) permitiu visualizar as correlagdes entre &y 7,56/ &¢c 144,52; &y 7,07/ &¢c
114,28; dy 6,868/ &c 115,18; &y 6,26/ &¢c 115,70; &4 7,00/ &¢c 122,9 e &4 4,20/ &¢
64,85. J4 no mapa de contorno heteronuclear HMBC ('H x '*C) (Figura 16, Pagina
84), foram vistas as correlagbées &y 7,56/ &¢c 167,61; 115,70 e 122,9; dy 6,26/ dc
167,61 e 127,6; dy 7,07/ &¢c 146,09; 144,52 e 122,9; &y 6,86/ ¢ 143,82 e 127,6; dn
7,00/ &c 114,28 e 146,09, o que permitiu atribuir d¢c 168,9; 115,70; 122,9; 127,6;
146,09; 143,82; 14452 e 114,28 para os carbonos 9,8,6,1,4,3,7 e 2,
respectivamente e, por excluséo, d¢c 115,18 para o carbono 5 (Figura 12).

Os dados dos espectros de RMN 'H e "*C aliado aos dados apresentados na
literatura (DE ARAUJO, 2017) permitiram identificar a Tp-1 com derivado éster do
acido caféico (Tabela 11).
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Tabela 11- Dados de RMN de 'H e "*C uni e bidimensionais (400 e 100 MHz, CDCl3)

de Tp-1, em comparacao aos dados obtidos por De Araujo, 2017.

HMQC HMBC Referéncia
Posigao Oy Tp-1 Oc Tp-1 On x Oc Oc OH
1 - 127,6 - 125,6 -
2 7,07 d- J=1,96 114,28 C4;C6;C7 1140 7,05 (d, J=1,96
Hz, 1H) Hz, 1H)
3 - 143,82 - 145,6 -
4 - 146,09 - 148,5 -
5 6,86 (d, J=8,4 115,18 C3; C1 115,8 6,76 (d, J=8,4 Hz,
Hz,1H) 1H)
6 7,00 (dd, J=1,96  122,9 C2;C4 121,5 7,00 (dd, J=1,96
e 8,4 Hz, 1H) e 8,4 Hz -1H)
7 7,56 (d, J=16 144,52 C6; C1 145,3 7,47 (d, J=16 Hz,
Hz, 1H) 1H)
8 6,26 (d, J=15,92 115,70 C7;C1 114,8 6,26 (d, J=15,92
Hz, 1H) Hz, 1H)
Cc=0 - 168,6 - 166,8 -
R - - - - -

OH

Figura 12. Derivado do acido caféico (Tp-1).
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5.3.2 Identificagao de Tp-2

O constituinte quimico codificado como Tp-2, foi isolado do extrato CH,Cly,
fracdo 37 — 40. Este constituinte apresentou-se como um sdlido amarelo, com peso
de 5,8 mg, soluvel em Acetona.

No espectro de RMN de 'H (5, Acetona - d6, 400 MHz), (Figura 18, Pagina
88), foram visualizados quatro singletos em 6H: 12,81 (1H), 3,83 (3H) e 3,88 (3H),
sugestivos de hidroxila quelada e de duas metoxilas aromaticas, respectivamente.
Foram observados sinais em &y 6,51 (d, J = 2,0 Hz, 1H) e &y 6,27 (d, J = 2,0 Hz, 1H)
sinais para atomos de hidrogénio aroméaticos, em acoplamento meta, com um
substituinte oxigenado entre eles, devido a absor¢do desses hidrogénios em campo
mais baixo, os quais normalmente absorvem entre oy 6,39-6,59 e Oy 6,16-6,25
respectivamente (HARBONE, 1994).

Os sinais em &y 8,02 (dd, J=8,9 e 2,0 Hz, 2H) e &y 7,02 (dd, J=8,9 € 2,0
Hz, 2H) sdo caracteristicos da presenca de um anel dissubstituido com um tipico
sistema AA'BB'. Além disso, singleto em 6,69 (1H) é sugestivo de hidrogénio ligado
ao carbono 3 de nucleo de flavonaas (MAIA, 2011).

No mapa de correlagdo heteronuclear HSQC (Figura 20, Pagina 90) foram
observadas correlagées entre oy 6,69/6c 104,46; dy 6,51/0¢c 94,58; dy 6,27/5¢ 99,54;
On 3,83/06¢ 59,49 e by 3,88/0¢ 55,76. Ja no mapa de correlagao heteronuclear HMBC
("H x "3*C) foram vistos correlagdes entre &y 12,81/56¢c 162,41; 106,65 e 99,54; &y
6,69/5¢ 181,26; oy 6,51/5¢ 99,54; 106,65; 158,09 e 165,01; Oy 6,27/05¢c 94,58; 106,65;
162,31 e 165, 01 (Figura 21, Pagina 91), o que permite atribuir os valores de
deslocamento quimico em &¢ 163,42; 106,03; 99,54; 181,26; 165,01 e 94,58 para os
carbonos 5,10,6,4,7,9 e 8, respectivamente e dc 104,46 para o carbono 3, visto
antertiormente no HSQC acoplando com &y 6,69.

Foram vistos, ainda, que os sinais em oy 8,02 e 7,02 mostram correlagao
direta no HSQC com &¢ 131,24 e 116,50 e correlagdes indiretas, no HMBC com &¢
131,24 e 161,15 e &¢ 116,50; 122,84 e 161,15, respectivamente, permitindo inferir os
valores de &c 131,24; 116,50; 161,15 e 122,84 para as posi¢cdes 2’ e 6,3’ e 5,4’ e
1. Além disso, as duas metoxilas vistas nos espectro de 'H e no HSQC, juntamente
com dados da literatura (MAIA, 2011) permitiram atribuir que os sinais em oy 3,83/
Oc 59,49 e &y 3,88/ &¢ 55,76 estédo nas posigdes 7 e 4.
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O espectro de massa de Tp-1 (Figura 22, Pagina 92) mostrou um pico do ion
molecular em m/z 299,06, compativel com a férmula molecular C47H1405, 0 que
permitiu corroborar o composto como sendo o 5-Hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona,
conhecido também como 7,4’- dimetilapigenina (Figura 17; Tabela 12, Pagina 87).
Isolada anteriormente das familias Asteraceae (NKUNYA, 1992), Betulaceae
(HARBORNE, 1999), Labiatae (BORDIGNON, 2003), Piperaceae (WU,2005) e
Stilbaceae (MAMBU, 2006). Sendo relatada a primeira vez na familia Cactaceae.
Esse flavandide apresenta atividade gastroprotetora confirmada (BABU et al., 2010)
e atividade antiinflamatéria em ratos (SALAMA; AVENDANO, 2005).
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Tabela 12- Dados de RMN de 'H e "C uni e bidimensionais (400 e 100 MHz,

Acetona - d6) de Tp-2, em comparagao aos dados obtidos por Maia, 2011.

HMQC HMBC Referéncia
Posigao On Tp-2 Oc Tp-1 On x Oc Oc OH
2 - - - 162,5 -
3 6,69 (s-1H) 104,46 C4 103,7 6,83 (s -1H)
4 - 181,26 - 182,0 -
5 - 158,09 - 157,3 -
6 6,27 (d, J=2,0 99,54 C8;C7;C9; 98,1 6,30 (d -1H)
Hz, 1H) C10
7 - 165,01 - 165,2 -
8 6,51 (d, J=2,0 9458 C7;C6;C5 92,8 6,70 (d-1H)
Hz, 1H) C10
9 - 162,31 - 161,2 -
10 - 106,65 - 104,8 -
1 - 122,84 - 122,7 -
2’/ 8,02 (dd, J=8,9e 131,24 C3/5;C1; 1284 7,98 (dd, 2H)
2,0 Hz, 2H) c4’
35 7,02 (dd, J=89e 116,50 C2/6’;C4  114,6 7,04 (dd,2H)
2,0 Hz, 2H)
4 - 161,05 - 163,7 -
5-OH 12,81 (s,1H) - C10; C6 - 12,84 (s,1H)
7- MeOH 3,83 (s, 3H) 59,49 - 56,1 3,80 (s, 3H)
4’-MeOH 3,88 (s, 3H) 55,76 - 55,6 3,80 (s, 3H)
-
{ |¢ 2, CH-
H1C A e

OH O

Figura 17. 5-Hidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (Tp-2)
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5.3.3 Identificacao de Tp-3

O constituinte quimico codificado como Tp-3, foi isolado da fase AcEOt,
fragcao 27 — 29. Este constituinte apresentou-se como um solido amarelo, com peso
de 3,3 mg, soluvel em Acetona.

No espectro de RMN de 'H (5, Acetona - d6, 400 MHz), (Figura 24, P&gina
95) observou-se sinais com deslocamentos quimicos em &y 7,57 (1H, d, J = 1,96
Hz); &4 7,59 (1H, dd, J = 8,2 Hz e 1,96 Hz) e &4 6,91 (1H, d, J = 8,2 Hz), sugestivo
da presenga de anel aromatico trissubistituido com padrédo de substituicdo 1,3,4. O
espectro apresentou ainda um singleto em &y 3,90 (3H) caractertistico da presenca
de metoxila aromatica na molécula (ZENG, YE, CHENG et al., 2013).

No espectro de RMN "*C (8, Acetona - d6, 100 MHz) técinica APT (Figura 25,
Pagina 96) foram vistos sinais, sendo 1 para carbono n&o hidrogenado (8¢ 152,02),
3 para carbonos metinicos (8¢ 128,84; 115,48 e 113,45) e 1 para carbono metilico
(&¢ 56,30).
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No mada de correlagao heteronuclear HSQC (*H x **C) foram visualizadas as
correlagées entre &y 7,59/ &, 124,84; &y 7,57/ &¢c 113,45; &y 6,91/ &¢c 115,48 (Figura
26, Pagina 97). A metoxila mostrou correlagdo no HSQC de &H 3,90/6C 56,30. Ja no
mapa de correlagdo heteronuclear HMBC ('H x "*C) foram vistos correlagdes entre
On 7,59/ &¢ 151,94; 113,45 e 167,27; &4 7,57/ &¢c 167,27; 148,02; 113,45 ; &4 6,91/ ¢
151,94; 148,02 e 122,86 (Figura 27, Pagina 98), o que permitiu atribuir d¢ 151,94;
113,45; 167,27; 148,02; 124,84 e 122,86 para or carbonos 4,2,7,3,6 e 1,
respectivamente, e, por exclusao, d¢ 115,48 para o carbono 5.

O espectro de massa (Figura 28, Pagina 99) mostrou o pico do ion molécular
em m/z 167,01 (M-H)", condizente com a férmula molecular CgHgO4 , € que permite
deduzir que o Tp-3 tratava-se do acido 4-hidroxi-3-metoxibenzdico, conhecido
também como acido vanilico (Figura 23; Tabela 13, Pagina 94). Esse composto ja foi
isolado nas familias Asteraceae (NKUNYA, 1992), Betulaceae (HARBORNE, 1999),
Labiatae (BORDIGNON, 2003), Piperaceae (WU,2005), Malvaceae (MAMBU, 2006),
entre outras. Na familia Cactaceae foi isolado pela segunda vez, sendo
anteriormente descrito na espécia Opuntia dillenii (CHEN, LIU, et al., 2009).
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Tabela 13- Dados de RMN de 'H e "C uni e bidimensionais (400 e 100 MHz,

Acetona - d6) de Tp-3, em comparacgao aos dados obtidos por Lopes, 2014.

HMQC HMBC Referéncia
Posigao Oy Tp-3 Oc Tp-3 On x Oc Oc OH
1 - 127,6 - 123 -
2 7,57 (1H,d, J= 113,45 C7;C3 115,7 7,57 (1H,d, J=
1,96) 1,6)
3 - 148,02 - 148,6 -
4 - 151,94 - 152,6 -
5 6,91(d,J=82 11548 C4;C2;C7 1137 6,82 (1H,d, J =
Hz, 1H) 8,0)
6 7,59 (dd, J=1,96 124,84 C4;C2;C7 125,2 7,54 (1H, dd, J =
e 8,2 Hz, 1H) 8,0e1,6)
7 - 167,27 - 170 -
OCH3 3,90 (3H,s) 56,3 - 56,3 3,90 (3H, s)

HBC*D

HO

Figura 23. Acido Vanilico(Tp-3).
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5.3.4 |dentificacdo de Tp-4

O constituinte quimico codificado como Tp-4, foi isolado do EHAN, fracao 6.
Este constituinte apresentou-se como um sélido amarelo, com peso de 3,5 mg,
soluvel em CHCls.

No espectro de RMN de 'H (5, CDCL3, 400 MHz), (Figura 30, Pagina 102)
observou-se um quarteto em &4 4,12 (2H, q, J = 7,2 Hz), um tripleto em &y 2,28 (3H,
t, J = 7,32 Hz), e outro tripleto em &4 0,87 (3H, t, J = 5,52 Hz). Sinais na regido entre
oy 1,27-1,61 sugerem a presenga de uma substancia alifatica de cadeia longa,
provavelmente um éster etilico de acido graxo (SIMOES, 2007).

No espectro de RMN C (3, CDCLs, 100 MHz), técnica BB (Figura 31,
Pagina 103), mostrou a presenca de um sinal d¢ 60,30, sugestivo para um grupo
metilénico oxigenado e de 3 sinais em &¢ 34,56; &¢c 14,41; &c 14,27, o primeiro
caracteristico de CH2 e os dois ultimos de metilas, além de sinais entre dc 32,08-
22,93 sugestivos também para grupamentos metilénicos (YAMAJI, et.al. 2014)

No mapa de contorno heteronuclelar HSQC observa-se correlagbes entre &y
4,12/ d¢ 60,30; Oy 2,28/ dc 34,56; dy 1,60/ d¢c 25,06; &y 1,23/ d¢ 14,57; dy 0,87/ &¢
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14,27 (Figura 32, Pagina 104). Os grupos metilenos mostraram correlagdes no
HSQC em &y 1,40 a 1,23 / 8¢ 32 a 22. Ja no mapa de correlagao heteronuclear
HMBC (*H x "*C) observa-se correlagdes entre oy 4,12/ 8¢ 174 e 14,27; &y 2,28/ &¢
29,59; 25,06; 174,0 ; dy 0,87/ d¢c 22,93; 31,75 (Figura 33, Pagina 105). O que
permitiu atribuir os valores de deslocamentos quimicos em &¢ 174,0; 34,56; 25,06;
14,27; 60,30 e 14,54, para os carbonos 1,2,3,16,17,18, respectivamente. E sinais de
Oc 29,1 — 29,8 aos carbonos de 4 4 13.

Outro método utilizado para a caracterizagao da molécula foi a espectrometria
de massas. Os fragmentogramas dos ésteres saturados sdo bastante similares,
podendo ser observado o sinal do ion molecular e dois sinais caracteristicos em m/z
88 e outro em m/z 110. O sinal em m/z 88 é devido ao rearranjo de McLaffert com a
quebra da ligagdo 3 em relagdo ao grupo C=0. O sinal em m/z 101 corresponde a
quebra da ligag&o y a carbonila (SIMOES, 2007).

O fragmentograma da Tp-4 (Figura 34, Pagina 106) mostrou o pico do ion
molécular em m/z 284, condizente com a férmula molecular C1sH350- , € que permite
deduzir que o Tp-4 trata-se do Hexadecanoato de etila, conhecido também como
Palmitato de etila (Figura 29; Tabela 14). A Tabela 15 (Pagina 106) apresenta os
principais fragmentos propostos. Isolada anteriormente na familia Araceae
(FEITOSA, et. al. 2007) como também nas familias Moringaceae (NEPOLEAN,
ET.al. 2009), Melastomataceae (JOSHI, ET.al. 2009), Asteraceacea (BORDIGNON,
2003), entre outras. Sendo relatada a primeira vez na familia Cactaceae.
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Tabela 14- Dados de RMN de 'H e "C uni e bidimensionais (400 e 100 MHz,
CDCL3) de Tp-4 em comparacgao aos dados obtidos por Feitosa, 2007.

HMQC HMBC Referéncia
Posigao Oy Tp-4 Oc Tp-4 On x Oc Oc OH
1 - 174,0 - 1741 -
2 2,28 (3H,t, J= 34,56 C7: C3 34,6 2,28 (t; J=17,3;
7,32 Hz) 2H)
3 1,60 (m, 2H) 25,06 - 25,2 1,59 (m, 2H)
4a13 1,40 a 1,23 (sl) 29,1 - - 29,4 — 1.46 a 1.05 (sl)
29,8 29,9
14 1,25 (sl) 31,75 C4; C2; C7 32,2 1.46 a 1.05 (sl)
15 1,40 a 1,23 (sl) 22,93 C4; C2; C7 22,9 1.46 a 1.05 (sl)
16 0,87 (3H, t, J= 14,27 - 14,3 0,87 (t; J=5,5;
5,52 Hz) 3H)
17 412 (2H,q, J = 60,30 - 60,4 4,11 (q; J=7,3,;
7,2 Hz) 2H)
18 1,23 (s) 14,54 14,5 1,251 (s)

§ B3 1 8 \)| Iy
Pk v T “w"x,f“mf w’ o

TR R

Figura 29. Palmitato de etila (Tp-4).
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Figura 31. Espectro obtido em CDCL3 de RMN de *C (100 MHz) do composto Tp-4.
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Figura 34 — Fragmentograma do Tp-4.

Tabela 15 — Principais fragmentos propostos para o Tp-4.

lons m/z Intensidade Fragmento lénico Origem

284 10% [CH3(CH3) 14COOC Hs]™ lon molecular
o . .

115 6% ﬂ”D Clivagem & a carbonila
0

101 57% ~ | ] Clivagem y a carbonila
-|ﬁ__,H

88 100% 0& Rearranjo de McLaffert

P

73 15% o B Clivagem « & carbonila
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5.4 Atividade frente a Artemia Salina

Os valores de CLs foram calculados através da expressdo dos resultados
como uma percentagem dos controles, sendo determinados graficamente a partir da
curva de concentragao-resposta por regressdo ndo-linear com intervalo de confianga
de 95%.

O valor da CLsg do extrato Hex da raiz da espécie T. plamadora foi de 7141
(1394 — 36579) ug.mL~, como mostra o Grafico 1.

Grafico 1. Concentragao letal média (CLsp) do extrato hexano da raiz de T.
palmadora.
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O valor da CLsg do extrato CH,Cl, da raiz da espécie T. plamadora foi de 3719
(2400 — 5763) ug.mL™ (Grafico 2).

Grafico 2. Concentragéo letal média (CLsp) do extrato diclorometano de T.
palmadora.

% vivos media
150 -

100 gy

50 4 —

Viabilidade das larvas %

[s] 2000 4000 6000 8000 10000
Concentragd@o pg/mL



108

O valor da CLsp do extrato AcEOT da raiz da espécie T. plamadora foi de 7730
(3376 — 17698) ug.mL™, como mostra o Grafico 3.

Grafico 3. Concentragéo letal média (CLso) do extrato acetato da raiz da Tacinga

palmadora.
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O valor da CLsy do extrato EtOH de T. palmadora foi de ~7726 (N&o

mensurado) ug.mL~, como demonstra o Gréfico 4:

Grafico 4. Concentragao letal média (CLso) do extrato etanol de Tacinga palmadora.

% vivos
150

100

50 4

Viabilidade das larvas %

D oncentrago ol

A determinagao da CLsy que é realizada por meio do uso de metanauplios de
A. salina Leach, fornece um indicativo do nivel de toxicidade de uma determinada
substancia. Resultados menores que 100 ug mL™ apontam como sendo um produto
altamente toxico, entre 100 a 500 uyg mL™ indica uma toxicidade moderada, entre
500 a 1000 pug mL" baixa toxicidade e acima de 1000 ug mL™" representa uma
amostra atoxica (SOUZA et.al., 2015).

Observou que os valores da CLsy dos extratos apresentaram atividade pouco
significante (CLso > 1000 pug mL™"), mostrando menor toxicidade diante deste método.

Entretanto, isto ndo significa que estes extratos sejam menos toxicos, pois a
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toxicidade pode estar relacionada com compostos termo ou fotosensiveis, que néo
foram detectados por este método (SOUZA et.al., 2015).

5.5 Atividade antimicrobiana in vitro
5.5.1 Determinacéao da CIM
Os valores de CIM obtidos nos ensaios microbioldgicos frente as cepas
bacterianas estdo descritos na Tabela 16. Percebe-se que ndo houve nenhuma
atividade em relagdo os quatros extratos estudadas frentes as cepas testadas.
Tabela 16. Concentragédo inibitoria minima (CIM) dos extratos da Tacinga palmadora

frente as bactérias.
Amostras CIM (ug mL™")

testadas Micro-organismos
(Extratos) S. aureus E. coli P. aeruginosa
Hex - - -
CH.CI, - - -

AcOET - - -

EtOH - - -

Os valores da CIM obtidos nos ensaios microbioldgicos frente as cepas
fungicas estao descritos na Tabela 17.
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Tabela 17. Concentragao Inibitdria Minima (CIM) dos extratos de Tacinga palmadora

frente as cepas fungicas.

CIM (ug mL™")
Amostras Micro-organismos
testadas C. albicans C. krusei C. tropicalis
(Extratos)

Hex 255 127,5 63,75
CH.CI, - - 127,5
AcOET 510 12,75 63,75

EtOH 15,93 31,87 15,93

A CIM é definida como a menor concentragdo dos produtos capaz de inibir o
crescimento dos microrganismos. Segundo Freire et al. (2015) sdo considerados os
mais fortes inibidores os extratos com CIM até < 100 ug.mL™, fortes inibidores de
101 ug.mL" a 500 pg.mL™, inibidores moderados aqueles entre 501 pg.mL" e 1000
ug.mL™ e inibidores fracos os que apresentam CIM acima entre 1001 ug.mL"a 2000
pg.mL'1. Dessa forma, os resultados apresentados nesta pesquisa revelam que
todas as fases obtidas da raiz da T.palmadora mostram um forte efeito antifungico.

No teste da atividade antifungica, os extratos AcT, EtOH e Hex da T.
palmadora foram as mais ativas contra as cepas fungicas. Pode-se correlacionar
esta atividade ao uso popular da espécie, visto que esta € usada para infecgdes na
uretra. Atualmente a C. albicans tem sido citada como a espécie mais
frequentemente isolada em infecgdes urinarias por fungo unicelular, seguida da C.
glabrata (OLIVEIRA, et.al., 2013).

Daferera et.al. (2003) aponta que uso de extratos vegetais proporciona
dificuldades para adaptabilidade microbiana e, consequentemente menor
probabilidade de geragdo de linhagens resistentes, devido ao grande numero de
compostos presentes no extrato vegetal, sendo assim dificultando mecanismo de
resisténcia frente a todas substancias.

Estudos realizados com a CIM do extrato etandlico de raizes de P. gounellei
segundo Oliveira (2011), demonstrou atividade contra S. aureus padréo (128 ug.mL"
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"), Micrococcus luteus (64 pg.mL"), Mycobacterium smegmatis (32 ug.mL™),
Enterococcus faecalis (>128 ug.mL™).

Davet et al. (2009) verificou que o extrato bruto do lenho de Cereus jamacaru,
apresentou fraca atividade frente a S. aureus (88,95 ug.mL™"), P. aeruginosa (44,47
ng.mL") e E. coli (88,95 ug.mL™") e K. pneumonie (88,95 ug.mL™).

As plantas possuem varias vias metabdlicas secundarias que dao origem a
diversos compostos, sendo que muitos destes estdo associados a atividade
antifungica como é o caso de saponinas, terpenos, alcaloides, cumarinas e taninos
(RAJESHKUMAR & SUNDARARAMAN, 2012).

No screening fitoquimico qualitativo da droga vegetal, foi possivel identificar a
presenca de alcaloides, esteroides e triterpenos, possivelmente sdo os principais

responsaveis pela agao antifungica.
5.6 Citotoxicidade em hemacias

A citotoxicidade frente a eritrocitos, um teste in vitro utilizado na triagem
toxicoldgica de produtos naturais, representa um teste capaz de predispor resultados
confiadveis, caso algum produto gere agbes tdxicas ao organismo. Este teste age
também como indicador de bioatividade e de triagem inicial para a selegdo das
amostras com potencial citotoxico (ARANHA, 2014).

As tabelas 18,19 e 20 apresentam o potencial hemolisante que os extratos
demonstraram.
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Tabela 18. Percentual de hemdlise em eritrocitos humanos apés tratamento com o
extrato diclorometano da Tacinga palmadora.

1 mg.mL"

2,5 mg.mL"

5 mg.mL"

1 A+ -27,9978%

2 A+-72,2943%

3 A+-115,0157%

1 A+ -33,6612%

2 A+-73,0492%

3 A+-111,4480%

1 A+-31,3019%

2 A+ -68,4544%

3 A+-115,0157%

1 B+-34,7807%

2 B+ -88,0979%

3 B+ -122,0055%

1 B+-35,3027%

2 B+-93,2042%

3 B+-125,0237%

1 B+-36,8735%

2B+-89,7921%

3B+ -

1 0+ -29,0812%

2 O+ -68,6408%

3 0+-110,2078%

10+ -27,4819%

2 O+ -69,2862%

3 0+-110,2078%

1 O+ - 27,0026%

2 O+ -68,2232%

3 O+ -108,6750%

Tabela 19. Percentual de hemdlise em eritrocitos
extrato acetato de etila de Tacinga palmadora.

humanos apds tratamento com o

1 mg.mL"

2,5 mg.mL"

5 mg.mL"

1 A+-9,7669%

2 A+-16,6682%

3 A+-20,8520%

1 A+-10,6791%

2 A+ -16,0855%

3 A+ -31,4547%

1 A+-9,9579%

2 A+-17,7476%

3 A+ - 26,4638%

1B+-9,6241%

2 B+-17,4829%

3 B+-19,6943%

1B+-10,8117%

2 B+-18,6076%

3 B+-20,8665%

1B+-10,5732%

2 B+-17,8008%

3 B+-18,1662%

1 0+-11,8308%

2 O+ -23,0542%

3 O+ - 31,8669%

1 O+ -11,9969%

2 O+ -22,4373%

3 0+-31,9381%

1 O+ -11,8593%

2 0+-22,1810%

30O+ -
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Tabela 20. Percentual de hemdlise em eritrécitos humanos apés tratamento com o
extrato etanoldlica de Tacinga palmadora.

1 mg.mL"

2,5 mg.mL"

5 mg.mL"

1 A+-0,5587%

2 A+ -1,5856%

3 A+ -3,1855%

1 A+-1,3898%

2 A+ -1,5665%

3 A+-3,4291%

1A+-1,3707%

2 A+-1,7193%

3 A+-3,8351%

1 B+--0,3654%

2 B+-0,3464%

3B+-2,9707%

1B+--0,2657%

2B+-1,7274%

3 B+-1,7796%

1B+--0,2942%

2B+-1,1531%

3 B+-3,7205%

10+ -2,2351%

2 0+-3,9531%

3 0+-7,8492%

10+-1,3714%

20+-2,1307%

3 0+ -6,9808%

10+-1,9077%

2 0+-29138%

30+-8,0770

Espitia-Baena et al. (2014), afirmam que porcentagens de hemolise abaixo de
10%, indicam segurancga da solugdo teste no modelo experimental. No extrato
EtOH, as concentragdes testadas demonstraram baixa toxicidade, sugerindo que os
compostos presentes nestas fases ndo possuem expressiva atividade hemolitica,
sendo assim n&o causam danos tdo pronunciados as membranas (PAULA et
al.,2014).

O extrato CH,Cl, demonstrou uma agao hemolisante importante nas
concentragcbes testadas. Este resultado estima o dano eritrocitario que poderia
ocorrer no organismo caso fosse ingerido. A hemoglobina livre no plasma é
prejudicial a saude, causando sérios danos em o6rgaos vitais tais como figado, rins e
coragao (CARVALHO et al., 2007).

5.7 Atividade antioxidante
5.7.1 Sequestro de radical DPPH
A capacidade dos extratos AcOEt e CH,Cl, no sequestro do radical livre
estavel de DPPH em varias concentragbes mostrou-se mais efetiva no extrato AcOEt

comparada com o extrato CH,Cl;, como indicado nos calculos da SRL (%) das
tabelas 21 e 22.
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Tabela 21. Porcentagem do Sequestro de radicais livres (SRL%) do extrato acetato.

Concentragoes 31,25 62,5 125 250 500 1000
utilizadas ug.mL™ ug.mL™ pg.mL™ ug.mL™ pg.mL™ pg.mL™”
SRL % 1 20,06981 32,98429 | 44,15358 | 64,39791 | 77,13787 | 69,98255
SRL % 2 20,06981 | 30,89005 | 45,2007 63,69983 | 76,26527 | 70,50611
SRL % 3 19,02269 | 32,11169 | 41,53578 | 63,52531 | 75,91623 | 69,80803
Média 19,72 32,00 43,63 63,87 76,44 70,10
Desvio Padrao | 0,60 1,05 1,89 0,46 0,63 0,36

Tabela 22. Porcentagem

diclorometano

do Sequestro de radicais livres SRL% do extrato

Concentragoes 31,25 62,5 125 250 500 1000
utilizadas ug.mL™ pg.mL™ pg.mL™ ug.mL™ pg.mL™ pg.mL™
SRL % 1 2,443281 | 9,424084 | 12,04188 | 18,15009 | 24,43281 | 35,77661
SRL % 2 1,396161 | 6,282723 11,3438 15,35777 | 21,81501 | 34,20593
SRL % 3 1,570681 | 4,188482 | 7,504363 | 15,18325 | 21,98953 | 34,72949
Média 1,80 6,63 10,30 16,23 22,75 34,90
Desvio Padrao 0,56 2,64 2,44 1,66 1,46 0,80

Constatou-se que o extrato ACOEt na concentragdo de 500 ug.mL"obteve uma

média de 76,44% de atividade antioxidante, sofrendo pequenas variagées no seu
potencial antioxidante entre as concentragdes 250 ug.mL'e 125 pg.mL". Porém na
concentracgdo de 62,50 pg.mL™, a atividade decai drasticamente sendo a partir desta,
a atividade antioxidante praticamente inexistente.

As raizes de Cereus jamacaru apresentaram uma baixa capacidade de
sequestro do DPPH no trabalho de Santana et al. (2015), da fragdo hidrometandlica.
Osorio-Esquivel et al. (2011), mostraram que no extrato metandlico do fruto da
espeécie Opuntia joconostle obteve-se um bom percentual de sequestro de radicais
pelo método de DPPH (62.96% para o pericarpo, 59.35% para o fruto completo,
51.70% para endocarpo e 42.27% para o mesocarpo), resultado semelhante a
Sumaya-Martinez et al. (2011), ao comparar a atividade antioxidante de diferentes
frutos de cactos de Opuntia spp.

Dentre esses metabdlicos secundarios, estdo os flavonoides, alcaloides,

terpenos, fendis, polifendis, entre outros que possuem propriedades antimicrobianas,
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e que atuam como antioxidantes, reduzindo o risco do desenvolvimento de doengas
(UPADHYAY & AHMAD, 2012).

5.7.2 AAT

O método do poder de redugdo do complexo fosfomolibdénio é considerado
simples e de baixo custo, servindo para avaliar a capacidade antioxidante total de
uma mistura complexa de compostos, como é o caso de extratos obtidos de plantas.
Além disso, possui a vantagem de avaliar a capacidade antioxidante tanto de
componentes lipofilicos quanto de compostos hidrofilicos (CUNHA, 2017).

No ensaio antioxidante pelo complexo fosfomolibdénio, observa-se a
comparagao dos resultados obtidos com as amostras e os padrées Quercetina (Q),
Acido Galico (AG) e Hidroxitolueno Butilado(BHT) (Tabela 23).

Tabela 23. Atividade antioxidante total (AAT (%)) dos extratos e dos padrdes testes.

Amostras Extrato AcOEt | Extrato CH,Cl, Q AG BHT
31,25 ug.mL™ 36,48485 18,90909 37,27273 | 9,878788 12,42424
62,5 pg.mL™ 36,35273 17,87642 38,21236 | 9,178164 11,87762
125 ug.mL” 29,96408 14,57158 33,35044 | 7,901488 9,132889
250 pg.mL™ 30,5102 14,64286 32,19388 | 8,061224 9,438776
500 pg.mL” 29,51807 14,35743 34,33735 | 7,630522 8,885542
1000 pg.mL” 29,34132 14,37126 34,63074 | 8,682635 8,732535

Média 32,03 15,79 35,00 8,56 10,08
DP 3,42 2,05 2,31 0,86 1,63

Na analise em questdo, pode-se observar que houve uma evidente
correlagdo entre o poder de redugédo da espécie do extrato AcOEt, mostrando boa
capacidade de atividade antioxidante, visto que os resultados foram semelhantes ao
padrao Q.

5.7.3 Método do Tiocianato Férrico
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Este ensaio é usado para medir a quantidade de perdxido no inicio da
peroxidacgao lipidica, na qual ira reagir com o perdxido de cloreto ferroso e forma
ions férrico. Os ions férricos, entdo, unem-se com tiocianato de aménio e produzir
tiocianato férrico. A substancia € vermelha, e cor mais densa é indicativa de maior
absorbancia.

No ensaio antioxidante pelo Método do Tiocianato Férrico, observa-se a
comparagao dos resultados obtidos com as amostras e os padrées Quercetina (Q),
Acido Galico (AG) e Hidroxitolueno Butilado(BHT) (Tabela 24).

Tabela 24. Método do Tiocianato Férrico dos extratos e dos padrdes testes.

Amostras Extrato AcOEt | Extrato CH,Cl, Q AG BHT

! 13,4029 14,8475 22,0706 100 2,4077

2 12,6822 13,2653 20,2624 100 182216

3 11,7689 13,0528 19,7575 100 1,92582
Média 12,62 1372 2070 | 100,00 2,05
bP 0,82 0,98 122 0,00 0,31

Na analise em questao, pode-se observar que houve uma semelhanca entre
o poder de reducgéo dos extratos AcOEt e CH,Cl,, mostrando uma baixa capacidade
de atividade antioxidante, visto que os resultados nao foram semelhantes aos
padroes.

6 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo possibilitou o controle de qualidade da droga vegetal do
cacto T. palmadora a partir da determinagcédo da distribuicdo granulométrica, pH,
densidade, seus teores de cinza e umidade, bem como a investigagdo dos seus
principais grupos de metabdlitos secundarios (alcaloides, esteroides/triterpenoides),
identificados através do Sreening, FTIR e MEV/EDS. Esse estudo mostrou também
a aplicagéo da analise térmica (TG e DTA), obtendo-se resultados importantes sobre
a sua estabilidade, padronizagdo e composigao.

A auséncia de matéria estranha, os valores encontrados para cinzas totais e a
presenca de estruturas caracteristicas da raiz de T.palmadora evidenciadas pela
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analise microscopica forneceram subsidios para comprovagdo da autenticidade e
pureza do material vegetal.

O estudo fitoquimico das raizes de T. palmadora do extrato CH,Cl, resultou
no isolamento de um derivado do acido caféico, a fase CH,Cl, no isolamento de um
flavandide, a fase ACOET resultou no isolamento de um acido vanilico e o EHAN no
isolamento de um plamitato de etila. Sendo essas 4 substancias isoladas a primeira
vez tanto na espécie como no género Tacinga.

A T. palmadora apresentou melhor atividade antifuncia com os extratos
AcOEt, EtOH e Hex frente as cepas fungicas estudadas, sendo assim uma espécie
de interesse para estudo e desenvolvimento de agentes antifungicos.

O extrato EtOH foi a que apresentou melhor atividade hemolitica, entretanto,
estudos futuros devem ser realizados com extratos em concentragdo = 100 mg.mL™
bem como testar diferentes metodologias.

Em relagdo a antividade antioxidante, o extrato AcOEt foi a mais promissora
por apresentar maior percentual antioxidante nos dois testes utilizados, estimulando
a continuidade dos estudos para isolar as substancias ativas presentes nesta fase.

As qualidades dos produtos de origem vegetal sdo uma preocupagao
econOmico-social constante, de modo que a utilizagdo de métodos analiticos no
desenvolvimento e otimizagdo de medicamentos a base de plantas medicinais deve
ser considerada. Assim, as informagdes encontradas neste estudo podem ser
utilizadas para estabelecer parametros sobre o desenvolvimento de produtos
fitoterapicos, contribuindo para assegurar a sua qualidade, seguranca e eficacia.

A T. palmadora demonstrou ser uma espécie promissora, no qual mais
estudos quimicos, farmacoldgicos e toxicologicos devem ser feitos a fim de fomentar
o conhecimento acerca desta planta.
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