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RESUMO

Pesquisas com plantas medicinais tém apresentado grande importincia para o
desenvolvimento de novos medicamentos. Intimeras espécies vegetais brasileiras ainda
permanecem sem qualquer estudo quimico-biolégico. Harrisia adscendens, espécie da familia
Cactaceae encontrada no semidrido nordestino, € conhecida popularmente como “rabo de
raposa”’, sendo utilizada para tratamento de ‘“quentura”, problemas renais e dentalgia. O
presente trabalho teve como objetivo realizar estudo fitoquimico, caracterizacdo fisico-
quimica e atividade bioldgica das raizes de Harrisia adscendens. As raizes da planta foram
desidratadas em estufa de circulacdo de ar, a uma temperatura de 40 °C, e em seguida,
pulverizadas em moinho de facas. Os métodos para avaliacio fisico-quimica foram realizados
de acordo com a Farmacopéia Brasileira. O p6 foi submetido aos testes de pH, granulometria,
densidade, teor de cinzas, perda por dessecacdo e andlise térmica. Posteriormente, o p6 foi
macerado e o filtrado concentrado em evaporador rotativo para producdo do extrato etandlico
bruto (EEB). Na triagem fitoquimica foram feitos testes qualitativos para identificacdo de
flavonoides, catequinas, fendis/taninos, saponinas e alcaloides. A atividade antimicrobiana foi
realizada a partir concentragdo inibitéria minima (CIM) frente a Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosas, Candida albicans e Candida tropicalis pelo
teste de microdiluicao em placas. Para isolamento e identificagdo dos metabdlitos secundarios
foram utilizadas técnicas cromatograficas e espectroscépicas como IV, EM e RMN de 'H e
C uni e bidimensionais. Na andlise fisico-quimica 28,4% do p6 ficou retido na malha de
180 um classificando-o como semifino. A droga vegetal possui um cardter relativamente
acido com pH de 5,68. Foi verificada uma densidade bruta de 0,322 g/mL e densidade
compacta de 0,487 g/mL permitindo o cdlculo do fator de Hausner de 1,51. A
compressibilidade e o indice de compressibilidade foram de 10,5 mL e 33,8%,
respectivamente. O percentual de umidade residual pela perda por dessecagdo foi de 12,7% e
a determinagdo do teor de cinzas totais revelou 6,14% de matéria inorganica. Na andlise
térmica houve uma perda de 88% de massa organica e 12% de cinzas. Na triagem fitoquimica
qualitativa foram obtidos resultados sugestivos da presenca de alcaloides de acordo com os
testes positivos com os reagentes de Dragendorff, Bouchardat e Mayer. Com relacdo a
atividade antimicrobiana foi considerado que todos os extratos frentes a Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosas, Candida albicans e Candida tropicalis
ndo apresentaram atividade. Apds isolamento e comparagdes com dados da literatura, foram
identificadas as substincias 2-metil-9H-B-carbolina-2-ion (alcaloide [-carbolinico) e
2’,6’dihidroxi-4’-metoxiacetofenona-2’O-B-glicose (acetofenona). Os dados fisico-quimicos
obtidos com o estudo de H. adscendens mostraram informacgdes relevantes relacionadas ao
desenvolvimento de novos fitoterdpicos/fitofarmacos. Com relacdo a atividade antimicrobiana
ndo ha uma padronizacdo dos valores de referéncia para avaliar o potencial antimicrobiano de
produtos naturais a partir da CIM. Os metabdlitos secunddrios isolados neste estudo sao
inéditos tanto para o género Harrisia quanto para a familia Cactaceae.

Palavras-chave: Caatinga, plantas medicinais, alcaloide, acetofenona, microrganismos.



ABSTRACT

Researches on medicinal plants have shown great importance to the development of new
drugs. Numerous Brazilian plant species still remain without any chemical-biological study.
Harrisia adscendens, Cactaceae family species found in the semi-arid northeast, is popularly
known as “foxtail” and is used for treatment of "warmth", kidney problems and toothache.
This study aimed to carry out phytochemical study, physicochemical characterization and
biological activity of the roots of Harrisia adscendens. The plant roots were dried in an air
circulating oven at a temperature of 40 ° C, and then pulverized in in a slicer. The
physicochemical methods for evaluation were conducted according to the Brazilian
Pharmacopoeia. The powder was submitted to the test pH, particle size, density, ash content,
loss on drying and thermal analysis. Subsequently, the powder was thoroughly macerated and
the filtrate concentrated on a rotary evaporator to yield the crude ethanolic extract (CEE). In
phytochemical screening were made qualitative tests for identification of flavonoids,
catechins, phenols / tannins, saponins and alkaloids. The antimicrobial activity was performed
based minimum inhibitory concentration (MIC) against Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans and Candida tropicalis by microdilution
test plates. For isolation and identification of secondary metabolites have been used
chromatographic and spectroscopic techniques such as TLCA, IR, MS, NMR 'H and "*C 1D
and 2D. In physical-chemical analysis 28.4% of the powder was held in mesh 180 pum
classifying it as semi-fine. The powder has a relatively acidic character pH of 5.68. A gross
density of 0.322 g/mL, tapped density of 0.487 g/mL allowing the calculation of the Hausner
factor of 1.51 was observed. The compressibility and the compressibility index were 10.5 mL
and 33.8%, respectively. The percentage of residual moisture by loss on drying was 12.7%
and the determination of total ash content showed 6.14% inorganic matter. In the thermal
analysis, there was a loss of mass of 88% organic and 12% ash. In qualitative phytochemical
screening results obtained were suggestive of the presence of alkaloids according to positive
tests with Dragendorff, Bouchardat and Mayer reagent. Regarding the antimicrobial activity it
was considered that all extracts fronts Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans and Candida tropicalis showed no activity. After isolation and
comparisons with the literature, they were identified the 2-methyl-9H-B-carboline-2-ium (-
carboline alkaloid) and 2' 4'-methoxyacetophenone-6'-dihydroxy-2'-O-p-glucose
(acetophenone) substances. The physicochemical data obtained from the study showed H.
adscendens information relevant to the development of new phytotherapy/phytochemical.
Regarding the antimicrobial activity there is no standardization of the reference values to
evaluate the antimicrobial potential of natural products from the CIM. The secondary
metabolites isolated in this study are unprecedented for both Harrisia gender and for the
Cactaceae family.

Keywords: Caatinga, medical plants, alkaloid, acetophenone, microorganisms.
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1 INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial da Sadde (2011) estima que 70% - 90% da populagdo dos
paises em desenvolvimento necessite da medicina tradicional na ateng¢do primdria da saide. A
cultura do uso de plantas com propriedades terapéuticas vem sendo valorizada pela sociedade
do mundo inteiro e retornou ao status de uma fonte de produtos medicinais devido a busca por
habitos mais saudéveis de vida.

O Brasil possui grande potencial para o desenvolvimento dessa terapéutica, como
apresenta a maior diversidade vegetal do mundo. O uso dessas plantas, vinculado ao
conhecimento tradicional e a tecnologia, pode validar cientificamente esse conhecimento.
Cerca de 82% da populacdo brasileira utiliza produtos a base de plantas como recurso
terapéutico incluindo desde o consumo da planta fresca e seus derivados até medicamentos
fitoterdpicos (BRASIL, 2015).

Segundo Novais e seus colaboradores (2003) cerca de 18% do territério nacional é
constituido pelo semidrido, na qual estima-se haver mais de oito mil espécies vegetais, sendo
que 76% do territério paraibano se encontra nesta regido. O bioma caatinga ¢ uma das
vegetacOes mais ameacadas do planeta e muitos pesquisadores chamam a aten¢do para o fato
de que as populacdes distribuidas dentro deste bioma, em sua maioria, usufruem diretamente
dos recursos vegetais existentes para o proprio sustento (ROQUE, 2010). Podemos ver o uso
dessas plantas medicinais como uma estratégia terapéutica no tratamento e cura de
enfermidades para os individuos de uma determinada sociedade (GERTSCH, 2009).

Dentre as inimeras espécies vegetais de interesse medicinal, encontradas no semidrido
nordestino, temos a familia Cactaceae, encontradas principalmente na caatinga no nordeste
brasileiro, com importancia econdmica, principalmente pelo valor ornamental e forrageiro. No
que diz respeito a agropecudria regional, algumas espécies servem para alimentacdo de
bovinos, caprinos e ovinos, principalmente na época de estiagem (ROCHA e AGRA, 2002).
Sao escassos os estudos fitoquimicos e farmacolégicos com estas plantas, porém, muitas
espécies da familia Cactaceae possuem propriedades medicinais bem estabelecidas, que
apresentam atividade antioxidante, anti-inflamatéria, anti-ulcerogénica, antinociceptiva,
dentre outras (DAVET et. al., 2009),

Harrisia adscendens (Giirke) Britton & Rose é uma espécie nativa da caatinga, do
semidrido nordestino, conhecida como ‘“rabo de raposa”, utilizada para tratamento de

“quentura”, problemas renais e dentalgia (ALBUQUERQUE et al., 2007). Apesar de ser
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utilizada por diversas comunidades, ndo existem dados na literatura que comprovem quais
substancias possuem as atividades biolégicas para as patologias citadas.

Portanto reconhece-se a necessidade do isolamento de novos compostos quimicos para
o desenvolvimento de medicamentos mais especificos e seletivos, que apresentem menor
incidéncia de efeitos colaterais, e neste contexto, a pesquisa com plantas medicinais parece ser
importante ferramenta para o desenvolvimento de novos produtos farmac€uticos, uma vez que
possui como ponto de partida a utiliza¢do na medicina popular.

Baseado nos pressupostos citados e na perspectiva de colaborar para novas
alternativas terapéuticas e confirmar a informagdo popular, o intuito deste trabalho foi de
realizar estudo fitoquimico, caracterizacdo fisico-quimica e avaliacdo da atividade

antimicrobiana das raizes de Harrisia adscendens (Giirke) Britton & Rose.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 FAMILIA CACTACEAE

Dentre as vérias familias de plantas encontradas na flora brasileira, as cacticeas se
destacam e chamam aten¢do por sua rusticidade e beleza. Elas apresentam grande potencial
como fonte de substincias de uso medicinal, cosmético e alimenticio (MARIATH et al.,
2009).

A familia Cactaceae € composta aproximadamente por 1.800 espécies divididas em
125 géneros (BARTHOLOTT e HUNT, 1993; ARECES, 2004; NYFFELER e EGGLI,
2010). Sao Plantas dicotiledonias, perenes, geralmente suculentas, espinhosas e altamente
especializadas apresentando um alto grau de evolucdo paralela em morfologia vegetativa e na
estrutura floral (BARTHOLOTT e HUNT, 1993). O caule € dividido em articulos que sdo os
cladédios que podem ser planos, cilindricos, colunares e globosos. Os espinhos sdo alteracdes
foliares, muito varidveis na forma, cor e disposi¢cdo, reunidos em um ponto saliente ou
deprimido, que constitui a aréola onde originam ramos, folhas, flores, espinhos, glandulas e
pélos (BARROSO et al, 1978).

As Cactaceae apresentam a subfamilia Cactoideae e estdo divididas em trés tribos,
Pereskieae, Opuntieae e Cereae, sendo que Harrisia adscendens pertence a tribo Cereae e
subtribo Trichocereinae (BARROSO et al, 1978).

Sao plantas predominantemente neotropicais, com ocorréncia em regides tropicais e
temperadas do continente americano, distribuida numa ampla diversidade de habitat desde a
Argentina até o Canadd. Apenas a espécie Rhipsalis bacifera tem ampla distribuicdo se
estendendo para Africa do Sul, Madagascar e Sri Lanka (BARTHOLTT, 1993).

No Brasil, a familia Cactaceae estd distribuida em todas as regides (Figura 1, pagina
16), sendo encontrada nos biomas da Amazonia, Caatinga, Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e
Pantanal. O género Harrisia possui 3 espécies distribuidas no Nordeste e no Centro-Oeste nos
biomas Caatinga, Cerrado e Pantanal: Harrisia adscendens (Giirke) Britton & Rose, Harrisia
balansae (K.Schum.) N.P.Taylor & Zappi, Harrisia tortuosa (J.Forbes ex Otto & A.Dietr.)
Britton & Rose (ZAPPI, D et al, 2015).



Figura 1: Diversidade de Cactaceae no Brasil (Zappi, D. et al 2015)
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Dentre as substincias mais encontradas na familia Cactaceae estdo os alcaloides

feniletilaminicos, os triterpenos e os flavonoides (Quadro 1, pagina 17).

Quadro 1: Alguns metabdlitos secunddrios isolados da familia Cactaceae

L. Ativi A
Estrutura Espécie ?wn}d E.lde Referéncia
Biologica
m Ariocarpus Estimulante do Neal et. al., 1971
HO NMe; kotschoubeyanus sistema nervoso Pummangura et
Hordenina Coryphantha missouriensis central. al, 1991
i, Agurell et. al
) - . . . rell et. al.,
L\j‘\\\// o, Echinocereus merkeri Alucinégena. gl 1969
Mescalina
heo . . . Agurell et. al.,
: Echinocereus merkeri Alucindgena. gl
el 1969
OH
CH,0O.
’ . : - Brhun e Arugell,
CHgOm;CHS Coryphantha calipensis Alucinégena. 1974
Macromerina
Brhun e Arugell,
NH, Cereus jamacaru - . 1974
HO . — Antimicrobiana.
Tiramina Coryphantha missouriensis Pummangura et.
al, 1991

Supressor de

Stenocereus thurberi células Kircher, 1980
cancerigenas.
Antiretroviral,

Stenocereus thurberi antineoplésica, Kircher, 1980

anti-inflamatoria.

Stenocereus thurberi

Anti-inflamatoéria.

Kircher, 1980

Kaempferol

Cereus jamacaru

Anti-inflamatoria,
Antioxidante,
antitumoral.

Burret et. al, 1982
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2.2 Harrisia adscendens (GURKE) BRITTON & ROSE (CACTACEAE)

A subtribo Trichocereinae € encontrada na regido Andina do centro oeste da América
do sul. A espécie Harrisia adscendens (Giirke) Britton & Rose (Figura 2, pagina 18) € a tnica
espécie dos quatro géneros da subtribo Trichocereinae que se encontra no Brasil (FRANCK

et. al., 2013).

Figura 2.: Harrisia adscendens (Giirke) Britton & Rose.

A Harrisia adscendens (Glirke) Britton & Rose é uma espécie endémica do Brasil
(Figura 3, pagina 18) e nativa da caatinga, do semidrido nordestino, conhecida como rabo de
raposa. A espécie € encontrada em todos os estados do nordeste brasileiro, exceto no estado

do Maranhao e Rio Grande do Norte (ZAPPI et. al., 2015).

Pizus, Parsibe & Magoes
Pernembuco & Sergipe

. Ce=rd = Bahis

Figura 3: Distribui¢do de Harrisia adscendens no Brasil (ZAPP]I, et al 2015)
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2.3  PLANTAS MEDICINAIS

As pesquisas com plantas medicinais tem apresentado grande importancia para o
desenvolvimento de novas drogas (MESQUITA et. al., 2005). Estima-se que até o inicio da
década de 80, menos de 1% das espécies da flora brasileira eram conhecidas em seu aspecto
quimico e farmacoldgico. Mesmo tendo um aumento desse numero nas ultimas décadas, esse
conhecimento € ainda muito insignificante frente a enorme biodiversidade apresentada no pais
(FAZOLIN et. al., 2007).

Muitas espécies de plantas brasileiras permanecem sem qualquer estudo quimico ou
bioldgico, representando um potencial econdmico valioso. A biodiversidade brasileira estd
sendo ameacgada pela grande extin¢cdo de espécies, levando a perda de substancias de valor
terapéutico e do seu coédigo de expressdo genética, impossibilitando a manuten¢do de um
grande manancial quimico. Os dados quimiotaxiondmicos estdo sendo catalogados com o
aumento de pesquisas nesta drea. Tais dados confirmam a classificacdo botanica das espécies,
como também, direcionam a pesquisa para o estudo de vegetais com maior probabilidade de
se apresentar algum composto com potencial aplicacdo. Os dados etnofarmacoldgicos
também levam a descoberta de substancias bioativas de plantas (HOSTETTMANN et al.,
2003).

A partir do interesse popular e da industria farmacéutica o Ministério da Saide do
Brasil criou em 2008 o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos € uma
Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse do SUS (RENISUS) com intuito de
aumentar as pesquisas voltadas aos fitoterdpicos que possuam potencial farmacoldgico
(MARQUES et. al., 2012).

Na medicina popular a infus@o ou o decocto da raiz de H. adscendens é utilizado em
tratamentos de problemas renais, dores na coluna, dores de dente (ROCHA e AGRA, 2011) e
segundo Andrade et. al. (2006) o cha dessa espécie € utilizado também para tratamento de
problemas na prostata.

Para introducdo na RENISUS se faz necessdrio estudos cientificos voltados aos
critérios de qualidade quanto ao uso das raizes de H. adscendens que possa garantir tanto sua
eficdcia terapéutica quanto sua seguranca como matéria prima farmacéutica (BARNI et. al.,
2009). Para que seja garantida sua utilizacdo seguindo parametros de qualidade, assegurando
sua reprodutibilidade, as especificacdoes para desenvolvimento do fitoterdpico a partir das
raizes de H. adscendens devem seguir especificacdes das farmacopeias referentes as drogas

vegetais (MICHELIN et. al., 2010).
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2.4  METABOLITOS SECUNDARIOS

Os metabdlitos secunddrios sdo substincias especiais oriundas de reacdes quimicas
para suprimento das exigéncias fundamentais das plantas. Tais substancias estdo relacionadas
diretamente com as respostas bioldgicas dos vegetais, que respondem aos estresses bidticos e
abidticos ativando uma matriz de mecanismos de defesa através da biossintese de varios

metabolitos dentre eles alcaldides e compostos fendlicos (DOLFERUS, 2014).

2.4.1 Alcaloides

Os alcaloides sao encontrados em diversos grupos vegetais e sdo classificados de
acordo com seu esqueleto bésico (Quadro 2, pigina 20). Nas angiospermas, ocorrem nas
dicotileddneas e em algumas monocotiledoneas. Nas Gimnospermas e Pteridéfitas sdo pouco
frequentes. Acredita-se que esses compostos possuem a funcdo de hormonios reguladores,
defesa da planta frente a microrganismos e fonte de reserva de nitrogénio. De forma geral,
esses metabdlitos secunddrios sdo produzidos pela planta a partir de aminodcidos, como a a-
lisina, o-tirosina, o-triptofano e a-histidina, bem como outros precursores como &4cido
mevaldnico, 4cido antralinico, terpenos e esteroides (SIMOES et al., 1999).

Os alcaloides apresentam uma grande diversidade de metabdlitos secundérios, com
variedade estrutural bastante ampla. Estruturas cldssicas de alcaléides ja foram isoladas de

outros organismos vivos, como em fungos, bactérias e mamiferos (MOURA, 2006).

Quadro 2: Estruturas basicas dos Alcaloides.

Piperidina Piridina Quinolina Pirrolidina
0 % N
| N
—
O N N
Isoquinolina Imidazol Tropano Indol

H‘C_H\

N L] —
= (/ B oty _AOH J{O
N N
H !
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Muitos estudos descrevem que os alcaléides agem como agentes anti-hipertensivos,
antitumorais, hipnoanalgésicos, estimulantes do sistema nervoso central, simpatomiméticos,
amebicidas e eméticos, antimaldricos, antitussigenos, depressores cardiacos, diuréticos,
miorrelaxantes, antivirais, anticolinérgicos e antibacterianos (BOECK, 2005).

Dentre as diversas classes de alcaloides os B-carbolinicos s@o constituidos da juncio
de um anel piridinico hidrogenado de seis membros e um nucleo indélico (Quadro 3, pagina
21), sendo assim, classificados como alcaloides do grupo inddlico também chamado de
alcaloides harmala, pois os primeiros a serem isolados foram a Harmalina e a Harmina da
espécie Peganum harmala (Zygophillaceae), a qual era utilizada em rituais religiosos como
bebidas alucindgenas e outras formas na bacia Amazonica (HASHIMOTTO et al., 1988;
BRUNETON, 1992; PICADA, 1997).

Quadro 3.: Estrutura molecular do Nucleo Indélico (A) e Anel Piridinico (B) presentes nos
alcal6ides B-Carbolinicos.

\ "
N RN

N

Nicleo Indélico Anel Piridinico

Segundo Glennon et al. (2000) dependendo do grau de saturacdo do anel as [-
carbolinas podem ser classificadas em trés grupos diferentes: as totalmente aromaéticas, as
dihidro-B-carbolinas ou derivados do harmalano e as tetrahidro-B-carbolina, com anel
piridinico totalmente saturado. Nos vegetais esses alcaldides originam-se do aminodcido
triptofano, através da condensagdo entre um aldeido ou a-cetodcido com a triptamina (Quadro
4, pagina 24).

Com relagdo as atividades biologicas dos alcaloides com nicleo B-carbolina, alguns
atuam inibindo a enzima monoamino-oxidase do tipo A (MAO-A) gerando um estado de
excitacdo, aumentando a atividade psicomotora, entre outros efeitos. Acredita-se que estes
alcaloides sejam semelhantes estruturalmente com as aminas inddlicas triptamina e
serotonina, podendo possuir relativa afinidade a seus receptores cerebrais (HUSBANDS et.

al., 2001).
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Peres (1999) estudando os efeitos destes alcaloides observou que as [B-carbolinas
podem apresentar atividade imunossupressora in vitro em linfocitos periféricos humanos.
Dependendo da estrutura e da concentragdo destes alcaldides, os mesmos podem apresentar
toxicidade em células eucaridticas e procaridticas através de efeitos toxicos e mutagénicos.

Além das atividades bioldgicas anteriormente citadas, outros estudos mostraram que
os alcaloides P-carbolina também possuem atividade antirretrovirais, antiparasitiria e

antimicrobiana (MORI et. al., 2015).

Quadro 4.: Principais estapas da biossintese dos alcaloides B-carbolinicos (A) e nicleo -
carbolina (B).
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2.4.2 Compostos Fenoélicos

Os compostos fendlicos sdo largamente distribuidos nas plantas constituindo um grupo
muito diversificado de substancias quimicas derivadas da fenilalanina e tirosina, de baixo e
alto grau de polimerizacdo, na forma livre ou ligada a agucares e proteinas, sendo essenciais
para o crescimento e reproducdo das mesmas. Essas substincias apresentam um anel
aromdtico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais
(NACZK, M. e SHAHIDI, F, 2004; LEE et al., 2005).

Dentre os compostos fendlicos existentes, as acetofenonas sdo também conhecidas
como aril cetonas simples que podem ser usadas para sinteses de algumas moléculas
organicas como as chalconas. As chalconas na natureza s@o precursores da via de biossintese
dos flavonoides. Possui em sua estrutura um nucleo fundamental 1,3-diarilpropano (Figura 4,
pagina 23), modificado pela presenca de uma ligacao olefinica e de um grupamento cetona

(BOECK, 2005).

(=]

Figura 4.: Estrutura molecular do nicleo fundamental das chalconas.

Boeck (2005) sintetizou uma chalcona - 2’-hidroxi-4’,6’-dimetoxichalcona (A) pela
primeira vez a partir da xantoxilina 2’-hidroxi-4’,6’-dimetoxiacetofenona (B), extraida da
Alpinia chinesis Roscol em 1940, através da reacdo com benzaldeido usando benzeno como

solvente, hidréxido de s6dio como base e aquecimento por 1,5 horas (Figura 5, pagina 23).

Ol O OH 0]
PRCHO
NaOQH
H;CO OCH; H;CO OCH;
Acetofenona (A) Chalcona (B)

Figura 5.: Sintese de uma Chalcona a partir de uma Acetofenona.
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As chalconas podem ser utilizadas como matérias-primas para a sintese de moléculas
mais complexas de interesse farmacoldgico ou como protétipos para o desenvolvimento de
medicamentos por apresentar diferentes propriedades bioldgicas como antileishmania,
bactericida, antitumorogénica, anti-ulcerogénica, anti-HIV, antinociceptiva, antituberculose e

antifingica (CHEVALLEY et. al., 2001; LUNARDI et. al., 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

e Realizar estudo fitoquimico, caracteriza¢do fisico-quimica e avaliacdo da atividade

antimicrobiana das raizes de Harrisia adscendens (Giirke) Britton & Rose.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar a caracterizagdo fisico-quimica e andlise térmica da droga vegetal das raizes

de Harrisia adscendens (Giirke) Britton & Rose;

e Avaliar a atividade antimicrobiana frente as cepas de Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e Candida tropicalis
pela concentracd@o inibitéria minima (CIM) dos EEB e HABs das raizes de Harrisia

adscendens (Giirke) Britton & Rose.

e [solar, purificar e identificar metabodlitos secundarios das raizes de Harrisia

adscendens (Giirke) Britton & Rose;
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL BOTANICO

O material vegetal utilizado foi a raiz de Harrisia adscendens (Giirke) Britton & Rose,
conhecida popularmente como “rabo de raposa”. A amostra da planta foi coletada no dia 24
de margo de 2014, no sertdo paraibano na zona rural da cidade de Itaporanga, latitude 7,1845
S e longitude 38,0959 O. Foi confeccionada uma exsicata e enviada ao Herbario JPB da
Universidade Federal da Paraiba, para devida identificacdo e denominagdo botanica, e se

encontra registrada sob o numero JPB 61259.

4.2  OBTENCAO DA DROGA VEGETAL DAS RAIZES DE Harrisia adscendens

Foram coletadas 6,4 kg das raizes de Harrisia adscendens (Giirke) Britton & Rose.
ApOs a coleta as raizes foram desidratadas em estufa de circulagdo de ar, sob temperatura de
40° C durante 72 h e, em seguida, trituradas em moinho mecanico de facas, obtendo-se 1.430

g da droga vegetal.

43 ANALISE FISICO-QUIMICA E ESTUDO DE ANALISE TERMICA DA DROGA
VEGETAL DAS RAIZES DE Harrisia adscendens

A caracterizagdo fisico-quimica da droga vegetal das raizes de Harrisia adscendens

foi realizada seguindo as metodologias mostradas no quadro 5 (pagina 26).

Quadro 5. Caracterizagdo fisico-quimica da droga vegetal das raizes de Harrisia adscendens

(Giirke) Britton & Rose _
TECNICAS REFERENCIAS
GRANULOMETRIA Farmacopeia Brasileira (2010)
pH Farmacopeia Brasileira (2010)
DENSIDADE Farmacopeia Brasileira (2010)
TEOR DE CINZAS TOTAIS Farmacopeia Brasileira (2010)
PERDA POR DESSECAC AO Farmacopeia Brasileira (2010)
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4.3.1 Granulometria

Com um tamisador com malhas especificas, 25 g da droga seca e pulverizada foram
submetidas a uma série de tamises com abertura de malha de 710 um, 355 pm, 250 pm, 180
pm, 150 pm, 75 pm e 38 pm durante 30 minutos. O tamanho das particulas foi avaliado pela
quantificacdo percentual de retencdo do p6 de cada tamis. Pesou-se a quantidade de p6 em

cada tamis e procedeu aos calculos utilizando a equacao 1:

P6 retido pelo tamis = P1 . 100 (equacdo 1)
P2

Onde:
P1 = Peso da amostra retida em cada tamis (em gramas);
P2 = Soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas);

100 = Fator de porcentagem.

4.3.2 Densidade

Foi pesado 10 g da droga vegetal da amostra e transferido para uma proveta de 25 mL.
Realizaram-se quedas de 10 e 500 vezes a altura de 20 cm e medi¢ao do volume em cada
processo. Em seguida, foram calculadas a densidade bruta (equacao 2), a densidade compacta
(equacdo 3), o indice de compressibilidade (equacdo 4) e compressibilidade (equacgdo 5).
ApOs essas determinacdes calculou-se o fator de Hausner determinado através do quociente

entres as densidades compactada e bruta.

db= Ma (equacgdo 2)
Vb
dc = Ma (equacao 3)
Vc
IC = dc-db.100 (equacao 4)
dc
C=Vio— Vsp0 (equagdo 5)

Sendo:

db = densidade bruta;
dc = densidade compacta;
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Ma = massa da amostra;

IC = coeficiente de compressibilidade;
C = Compressibilidade;

V10 = volume apds 10 quedas;

V500 = volume apds quinhentas quedas.

4.3.3 Determinacao do pH

A determinacdo do pH foi realizada pesando 0,5 g da droga vegetal em um béquer.
Foram adicionados 40 mL de 4gua para aquecimento durante 5 minutos. Filtrou e apds o

resfriamento mediu o pH, em pHmetro Meter Model - PHS - 3B, calibrado em pH de 4 a 9.

4.3.4 Determinacao do Teor de Cinzas

Uma amostra de 3 g foi transferida uniformemente para cadinho, previamente tarado, e
incinerada aumentando-se, gradativamente, a temperatura de 600 °C em forno mufla até que
todo o material fosse eliminado. A amostra foi resfriada em dessecador e pesada. Foi

calculada a porcentagem de cinzas em relacdo a matéria prima seca em estufa de circulagao.

4.3.5 Determinacao da Perda por Dessecacao

Para determinacdo da perda por dessecacdo pesou-se 2 g da amostra e transferiu para
pesa-filtro chato previamente dessecado durante 30 min. Colocou-se o pesa-filtro na estufa a
105 °C durante 2 horas. Resfriou-se até temperatura ambiente em dessecador até peso

constante e, posteriormente, pesado.

4.3.6 Estudo de Analise Térmica

As andlises termogravimétricas foram realizadas em um equipamento Shimadzu TGA-
50H e DTA-50 em atmosfera de nitrogénio (50 mL/min) utilizando razdes de aquecimento de
10 °C/min na faixa de temperatura ambiente até 900 °C. A massa utilizada no experimento foi

de 7,14 mg. Os dados foram analisados usando o programa Tasys 60 da Shimadzu.
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4.4 OBTENCAO DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO (EEB)

A droga vegetal, seca e pulverizada, foi submetida a maceracdes com etanol a 96%,
em recipiente de vidro para preparo do extrato etandlico bruto (EEB). Foram realizadas
extracdes num intervalo de 72 horas, em cada uma das extragdes. Os macerados obtidos
passaram por um processo de evaporagdo do solvente em evaporador rotativo a pressao

reduzida a uma temperatura nao superior a 50 °C, obtendo-se o 125 g de EEB.

4.5 OBTENCAO DOS EXTRATOS HIDROALCOOLICOS (HABs)

O material seco e pulverizado foi submetido a maceracdo com solucdes de etanol:dgua
nas seguintes proporg¢oes: 9:1, 7:3, 1:1, 3:7 e 1:9 para obtengdo dos extratos hidroalcodlicos
brutos (HABs). Foram realizadas extragcdes num intervalo de 72 horas, em cada uma das
extracdes. O macerado obtido foi submetido a um processo de evaporacdo do solvente em

evaporador rotativo a pressao reduzida a uma temperatura nao superior a 50 °C.

4.6 OBTENCAO DA FRACAO ALCALOIDICA TOTAL - FAT

O EEB foi submetido a marcha para alcaloides sendo tratado com 2 L de uma solucao
acida de HCI a 3% (v/v) e, posteriormente, filtrado em papel filtro. O residuo foi descartado e
o filtrado foi submetido a vdrias extracdes com cloroférmio para remog¢dao de compostos
apolares e outras impurezas. A solucdo da fase cloroférmica ndo alcaloidica foi rotoevaporada
para estudos futuros. A fase aquosa dcida foi alcalinizada com NH,OH (P.A), sob forte
agitacdo, até pH 10 e, extraida com 8 L de cloroférmio. Posteriormente, a fase cloroférmica
foi evaporada a pressao reduzida em evaporador rotativo a 50 °C obtendo-se 1,95 g da fracao

alcaloidica total - FAT (Esquema 1, p4gina 30).



Esquema 1.: Marcha sistemdtica para obtencao da Fracdo Alcaloidica Total — FAT

Droga Vegetal
6.400 g

- Extracdo com EtOH
- Evaporacio do solvente

Extrato Etanolico Bruto — EEB
(125 g)

- Solucio acida
- Filtracdo

Residuo

Solucio Aquosa Acida

de HCI

- Extracdo com Clorofoérmio

Fracdo ndo Alcaloidica Solucio Aquosa Acida

- Alcalinizacdo com NH,OH
- AtépH 10
- Extracio com Cloroformio

Fracdo Alcaloidica Total - FAT-1
(1.95 g)

Solucdo Aquosa
Basica

4.7 TRIAGEM FITOQUIMICA
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Os EEB das raizes de Harrisia adscendens (Giirke) Britton & Rose foi submetido a

testes fitoquimicos preliminares seguindo os testes do quadro 6 (pagina 30).

Quadro 6: Triagem Fitoquimica Preliminar do EEB das raizes de Harrisia adscendens
(Giirke) Britton & Rose (COSTA, 2010; MATOS, 1997).

GRUPO QUIMICO PESQUISADO TESTES
Bouchardat
ALCALOIDES Mayer
Dragendorff
ESTEROIDES Liebermann-Bouchardat
TANINOS FeCls
FLAVONOIDES Fita de Magnésio
SAPONINAS Espuma
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4.7.1 Alcaloides

Dissolveram-se 100 mg da droga vegetal em 5 mL de solu¢do de HCl a 5% (v/v).
Filtrou-se e, posteriormente, separou em quatro por¢des de 1 mL em tubos de ensaio, e
adicionaram-se gotas dos reativos abaixo:

- Reativo de Bouchardat: aparecimento de precipitado laranja-avermelhado;

- Reativo de Dragendorff: aparecimento de precipitado vermelho-tijolo;

- Reativo de Mayer: aparecimento de precipitado branco.

Todos os precipitados acima indicam a positividade dos métodos aplicados.

4.7.2 Esteroides

Foi determinado pela técnica de Liebermann- Bouchardat. Dissolveram-se 100 mg da
droga vegetal em 10 mL de cloroférmio. Filtrou-se em carvao ativado. Transferiu-se o filtrado
para um tubo de ensaio completamente seco. Adicionou-se 1 mL de anidrido acético e agitou-
se suavemente. Em seguida, adicionaram-se 3 gotas de H,SO, concentrado. Agitou-se
suavemente. Havendo rdpido desenvolvimento de cores, que vao do azul evanescente ao

verde persistente, indica resultado positivo.

4.7.3 Taninos

Dissolveram-se 100 mg da droga vegetal em 5 mL de dgua destilada, filtrou-se e
adicionou-se de uma a duas gotas de solu¢do alcodlica de FeCls. Qualquer mudanga na
coloragao ou formagao de precipitado € indicativa de reagc@o positiva, quando comparado com
o teste em branco (dgua + solucdo de FeCls). Coloragdo inicial entre o azul e o vermelho é
indicativa da presenca de fendis, quando o teste em branco for negativo. Precipitado escuro de

tonalidade azul ou verde indica presenca de taninos.

4.7.4 Flavonoides

Dissolveram-se 100 mg da droga vegetal em 10 mL de metanol. Filtrou-se.
Adicionaram-se cincos gotas de HCI concentrado e raspas de magnésio. O surgimento de uma

coloracdo résea na solucdo indica reagdo positiva.
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4.7.5 Saponinas

Foram dissolvidas 100 mg da droga vegetal em 5 mL de &dgua destilada.
Posteriormente, diluiu-se para 15 mL e agitou-se vigorosamente durante 2 min em um tubo de

ensaio. O resultado € considerado positivo para saponina caso a camada de espuma

permaneca estavel por mais de 30 min.

4.8 ISOLAMENTO POR METODOS CROMATOGRAFICOS

Foram utilizadas colunas cromatogréificas com fase estaciondria de 6xido de aluminio
(90 neutro em coluna, 70-270 mesh ASTM, da marca MN), tendo como suporte colunas de
vidro cilindricas com dimensdes variando de acordo com a quantidade de amostra e fase
estaciondria de silica gel (60 para cromatografia em coluna, 70-230 mesh ASTM, da marca
Macherey-Nagel) usando coluna para cromatégrafo de média pressao de marca BUCHI Pump
Manager, modelo C-615.

Para andlise e reunido das fragdes obtidas por cromatografia em coluna foi empregada
a cromatografia em camada delgada analitica - CCDA (Silica com suporte de aluminio 20 x
20 cm e espessura de 0,20 mm de marca Macherey-Nagel). As substancias em andlise foram
evidenciadas pelo uso da camara escura de radiacao ultravioleta sob os comprimentos de onda
de 254 e 366 nm.

Para isolamento e purificagcdo do composto HA-1 (Esquema 2, pagina 36) preparou-se
uma coluna cromatografica (CC) suspendendo a alumina (Al,O3) em diclorometano e esta
suspensdo foi sendo colocada a coluna de vidro. A coluna foi entdo condicionada com um
volume de 200 mL de diclorometano. Uma amostra de 1,2 g da FAT foi triturada com Al,O;
em grau e pistilo, fazendo-se uma mistura. A mistura foi colocada na coluna que ji estava
com solvente suficiente para encobri-la e depois se colocou um algodao para evitar o refluxo.
A elui¢do teve inicio com 100% de diclorometano e as fragdes foram coletadas de 100 em 100
mL até clareamento da coluna. Depois a polaridade do sistema de solvente foi sendo
aumentada gradativamente seguindo o gradiente de concentracdo até o sistema AcOEt:MeOH
(60:40). Foram obtidas 66 fracdes no total. As fragdes coletadas foram aplicadas em
cromatografia em camada delgada analitica e observadas as que possuiam os mesmos fatores
de retencdo. Apéds andlise em CCDA e reunido de fragcdes, da fracdo 46-47 (12 mg) foi isolado

HA-1, cristal de aspecto brilhante de cor amarelada.
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Para isolamento e purificacdo do composto HA-2 (Esquema 2, pagina 33) preparou-se
uma coluna cromatogrifica (CC) por compressao da silica para o interior da coluna. Uma
amostra de 750 mg da FAT foi triturada com silica em grau e pistilo, fazendo-se uma mistura.
Essa mistura foi comprimida na coluna junto a silica e a coluna acoplada ao cromatégrafo de
média pressdo. A eluicdo teve inicio com 100% de hexano e as fracdes foram coletadas de
100 em 100 mL. Depois a polaridade do sistema de solvente foi sendo aumentada
gradativamente seguindo o gradiente de concentracdo até o sistema AcOEt:MeOH (60:40).
Foram obtidas 54 fra¢des no total. As fracdes coletadas foram aplicadas em cromatografia em
camada delgada analitica e observadas as que possuiam os mesmos fatores de retengcdo. Apds
andlise em CCDA e reunido de fracdes, da fragdo 14-15 (20 mg) foi isolado HA-2, composto

amorfo de cor branca.

Esquema 2: Isolamento dos compostos HA-1 e HA-2.

Fracao Alcaloidica Total - FAT Fracdo Alcaloidica Total - FAT
(1,2 g) 0,75 g
- CC Alumina 70-270 mesh .
- CC Silica 70-230 mesh
- Aparelho de Média Pressao
66 Fracdes 54 Fragdes
- CCDhA - CCDA
- Reunido de fracoes - Reunido de fragdes
| 46-47 66 1 14-15 54
Fracdo 46-47 Fracdo 14-15
(12 mg) (20 mg)

HA-1 HA-2
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4.9 IDENTIFICACAO ESTRUTURAL

A obtencdo dos espectros foi realizada por meio de métodos espectroscopicos no
Nicleo de Caracterizacdo e Andlise da Universidade Federal da Paraiba (NUCAL), Centro
Nordestino de Aplicacdo e Uso da Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal
do Ceard (CENAUREM) e Central de Cromatografia e Espectrometria de Massas da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP de Ribeirdo Preto.

Os dados espectrais na regiao do infravermelho foram obtidos em aparelho de marca
SHIMADZU e modelo Prestige2, utilizando pastilhas de KBr para dispersdao do composto
quimico, com frequéncia medida em cm’.

Os espectros de massas foram obtidos em espectrometro de massa para fragmentacao,
modelo Amazon X da marca Bruker e espectrometro de massas de alta resolugdo modelo
micrOTOF-II marca Bruker.

Para Ressonancia Magnética Nuclear foi utilizado espectrometros da marca VARIAN
de 200 e 500 MHz (NUCAL/UFPB) e de 500 MHz BRUKER (UFC), otimizados para
técnicas uni e bidimensionais, utilizando-se quantidades varidveis de amostras. Os solventes
empregados foram DMSO deuterado e Piridina deuterada (CsDsN) tendo-se como referéncia

interna o tetrametilsilano (TMS).

4.10 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.10.1 Cepas Microbianas

As cepas microbianas foram provenientes da American Type Culture Collection
(ATCC): Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC 76645 e Candida tropicalis ATCC 13609.
As cepas selecionadas foram estocadas e mantidas em meios de culturas apropriados, de

acordo com as recomendacdes do fornecedor.

4.10.2 Preparacio do Inéculo Microbiano

As cepas selecionadas foram semeadas em meios e caldos de culturas apropriados

apos reativagdo em BHI e encubadas por 24 h a 37 £ 1 °C. Os indéculos foram preparados e
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padronizados em solucdo fisioldgica estéril NaCl 0,85% (m/v) com turbidez equivalente ao

tubo n° 0,5 da escala McFarland, com concentracdo equivalentes a 10° UFC/mL (CLSI, 2005).

4.10.3 Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima

A determinacao da CIM do EEB e dos HABs foi realizada pelo teste de microdiluicdo
em placa (CLSI, 2005). Foram utilizadas microplacas estéreis de 96 cavidades de fundo chato
e tampa, nas quais foram distribuidas, assepticamente, 100 pL. de Caldo Miieller-Hinton. Na
cavidade da linha A de cada microplaca foi adicionado 100 pL do produto em estudo (uma
para o EEB e uma para cada HABs), pré-solubilizado com DMSO a 2%, da linha A até a
linha G da placa. Ap6s as diluicdes, foram adicionados 10 pl. do in6culo bacteriano, nas
linhas horizontais (numeradas de 1 a 12), em todas as cavidades até a linha G. Cada uma das
linhas numeradas correspondeu a uma cepa bacteriana. A linha H foi usada como controle
positivo do crescimento bacteriano (viabilidade de cada cepa ensaiada). As placas foram
fechadas, seladas e incubadas por 37°C/24h.

Apés esse periodo de incubagdo, foram adicionados 20 pL da solug¢do aquosa de
resazurina a 0,01% em cada cavidade, como indicador colorimétrico de 6xido-reducdo para
caracterizar a viabilidade celular. As placas foram mantidas a temperatura ambiente por 2 h e
lidas apds esse tempo.

A leitura foi realizada de forma visual caracterizada pela mudanca de cor nas
cavidades. Onde houve mudanca da cor azul da solug¢do de resazurina para rosa, caracterizou
a reducdo deste corante indicando viabilidade bacteriana, ou seja, nessa cavidade a
concentracdo do produto nio foi capaz de matar as bactérias. Nas cavidades em que ndo
existiu mudanca de cor indicou que a resazurina nao foi reduzida mostrando a inviabilidade
das células bacterianas. A resazurina atua como substrato cromogénico de enzimas da cadeia
de transporte de oxigénio, desidrogenases, agindo como indicadora de oxi-reducdo, sendo
reduzidas (ganho de elétrons) por flavinas ligadas a enzimas da cadeia de transporte de
oxigénio durante o metabolismo celular. Foi considerada como CIM a menor concentragao de
cada produto capaz de inibir o crescimento da cepa bacteriana ensaiada (MANN e

MARKHAN, 1998; SALVAT et al., 2001; BURT & REINDERS, 2003; ALVES, 2006).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO FiSICO-QUIMICA E ANALISE TERMICA DO PO DAS RAIZES DE

Harrisia adscendens

A distribui¢do granulométrica das particulas de matérias primas vegetais pulverizadas
¢ um fator determinante para uma boa homogeneidade e reprodutibilidade do pd para
aplicacdo aos diversos processos extrativos e € determinada pela superficie de contato
disponivel para interacio com o solvente utilizado na obtencdo do extrato vegetal
(MARQUES, 2012).

Apo6s andlise dos tamises verificou-se que 28,4% da droga vegetal ficou retido na
malha de 180 um classificando-o como semifino segundo a Farmacopeia Brasileira (2010).
Segundo Voigt e Bornschein (1982), as drogas vegetais com didmetros maiores ajudam nos
processos extrativos, pois particulas menores podem ficar aderidas a outras particulas
maiores, formando rachaduras, dificultando a penetragdo do solvente nas particulas maiores.
Esse processo € um parametro preliminar importante no momento da escolha do processo
extrativo e do solvente mais adequado a ser utilizado (SANTOS, 2000).

Bordignon et. al (2009), estudando a influéncia do pH de solugdes extrativas
confirmou que os valores alteram os espectros de UV dos extratos dependendo da faixa de pH
da droga vegetal e da solucdo extrativa. O valor obtido nesse estudo para o pH foi de 6,5,
sendo considerada fracamente dcida pela Farmacopeia Brasileira.

Segundo a classificagdo para avaliacdo do fluxo da droga vegetal (USP 30/NF 25,
2007), com base nos resultados da tabela 1 (pdgina 37), a partir da densidade bruta e
densidade de compactac@o foi calculado o fator de Hausner que correspondeu a 1.51 e o
indice de compressibilidade em 33,8% caracterizando a amostra como amostras de fluxo
muito deficiente. Este resultado pode ser decorrente do processo de pulverizacdo aplicado a
droga vegetal. Nesse caso poderd haver problemas durante sua compressao comparados as
propriedades de fluidez da droga vegetal obtidos por estudos com materiais de facil
compressao (STANIFORTH, 2005).

A determinacdo do teor de cinzas estabelece a quantidade de substincias residuais nao
volateis, apOs incineracdo, constituido por material inorganico e substancias aderentes de
origem terrosa (MARQUES, 2012). O resultado da determinagdo de cinzas totais na amostra
foi de 6,14% de matéria inorganica ficando abaixo de 14% conforme os limites estabelecidos

nas monografias de diversas drogas vegetais descrita na Farmacopeia Brasileira.
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O percentual de umidade residual da droga vegetal é importante para o controle
microbiolégico evitando hidrélise e atividade enzimdtica e, consequente deterioracao dos
constituintes quimicos (SHARAPIN, 2000). A média do valor obtido por dessecacdo foi de
12,7%, apresentando-se de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010), na qual os resultados

podem variar entre 8 e 14%.

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas da droga vegetal obtida das raizes de H. adscendens.

Propriedades Fisico-Quimicas Valores
Densidade de Compactacio (g.mL™") 0,487
Densidade Bruta (g.mL'l) 0,322
Compressibilidade (mL) 10,5
Indice de Compressibilidade (%) 33,8
Perda por Dessecacao (%) 12,7
Teor de Cinzas (%) 6,14
pH 5,68

A figura 6 (pagina 38) ilustra o termograma da droga vegetal das raizes de Harrisia
adscendens utilizando vdérias razdes de aquecimento. Num primeiro momento analisando a
linha da DTA da droga vegetal pdode-se observar uma reacio endotérmica entre 25 até 57 °C e
perda de massa visualizada pela linha da TGA de 4,9% (0,35 mg), sugerindo a perda de dgua
adsorvida e/ou liberacdo de gases.

O segundo momento analisando a DTA entre 350 e 400 °C observou-se que a amostra
apresentou mais uma reacao de absor¢do e uma maior perda acentuada de massa de acordo
com a TGA de 65,8% (4,7 mg), sendo provavelmente relacionado a decomposi¢ao de matéria
organica e surgimento de produtos carboniceos (cinzas) a partir de reacdes de hidrdlise,
oxidacdo, descarboxilizacdo e transglicolizacdo (BIANCHI et. al., 2010).

Ao final do processo termogravimétrico até 901 °C foi possivel averiguar uma linha da
TGA tipica de perda de massa sugestiva de uma decomposicio de 88% (6,29 mg)
caracterizando toda a massa organica e 12% (0,85 mg) de cinzas presentes na amostra da
droga vegetal das raizes de Harrisia adscendens.

Os dados da termogravimetria corroboram os valores obtidos na determinagdo do teor
de cinzas e do percentual de umidade residual, citados anteriormente, ambos dentro da

normalidade de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010).
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Figura 6.: Curva termogravimétrica da droga vegetal das raizes de Harrisia adscendens.

5.2 TRIAGEM FITOQUIMICA QUALITATIVA DO EEB DAS RAIZES DE Harrisia

adscendens

Na triagem fitoquimica os testes para identificacdo de flavonoides, catequinas,
fendis/taninos e saponinas foram ndo reagentes. Para alcaloides foi possivel observar a
formacdo de precipitados vermelhos nos testes com os reagentes de Dragendorff e
Bouchardat, além de precipitados brancos no teste com o reagente de Mayer, sendo esses

resultados sugestivos da presenca de alcaloides no extrato (Tabela 2, pdgina 38).

Tabela 2. Triagem fitoquimica qualitativa do EEB das raizes de H. adscendens.

Triagem Fitoquimica Resultados
- Dragendorff +
Alcaloides - Bouchardat +
- Mayer +
Flavonoides -
Catequinas -
Fendis/Taninos -

Saponinas ,
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5.3 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA - CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA
(CIM)

Para avaliar a atividade antimicrobiana pelo teste de concentracdo inibitéria minima
foi considerado que valores da CIM < 100 pg/mL seria uma atividade antimicrobiana boa; de
100 a 500 pg/mL uma atividade antimicrobiana moderada; > 500 e < 1000 pg/mL uma
atividade antimicrobiana fraca; > 1000 ug/mL, sem atividade antimicrobiana (ARAUJO et.
al., 2014).

A partir dos resultados obtidos na tabela 3 (pagina 40) para avaliagdo da CIM dos
extratos EEB e HABs das raizes de Harrisia adscendens pdde-se observar que nao houve
atividade antimicrobiana frentes as cepas utilizadas pois os valores foram negativos.

Davet et al (2009), avaliando o potencial antimicrobiano da Cactaceae Cereus
Jjamacaru frente a culturas de algumas bactérias, os extratos etandlicos do lenho e do cortex
demonstraram também um potencial antimicrobiano baixo sobre Streptococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosas, por apresentar valores da CIM > 6.000
pug/mL, porém o composto isolado tiramina revelou um potencial antimicrobiano moderado
por apresentar uma CIM > 500 pg/mL.

Nao ha descrito na literatura método padronizado para expressar os resultados de
testes antimicrobianos de produtos naturais. Existem variacdes referentes a determinacdo da
CIM de extratos de plantas que podem ser atribuidas a diversos fatores, como método
utilizado, os microrganismos e as cepas utilizadas no teste, origem da planta, época da coleta,
preparacao dos extratos a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de extrato testado

(OSTROSKY, 2008).
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Tabela 3. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) dos extratos hidroalcodlicos (HABs) e
etandlico bruto (EEB) das raizes de Harrrisia adscendens.

Concentracao Inibitoria Minima — CIM (ug/mL)
HABs
9:1 7:3 1:1 3:7 1:9 EEB

Staphylococcus aureus - - - - - _
Escherichia coli - - = - - -
Pseudomonas aeruginosa - - - - - -
Candida tropicalis - - - - - -

Candida albicans . - - - - -

(-) Nao houve inibicao de crescimento bacteriano.

54 COMPOSTOS QUIMICOS ISOLADOS DE Harrisia adscendens (GURKE)
BRITTON & ROSE

Das raizes de Harrisia adscendens foram isolados e identificados, através de técnicas
L. 1 13 . . g . . .
espectroscopicas (IV, EM, e RMN 'H e ~C uni e bidimensionais), dois compostos: HA-1 e

HA-2 (Quadro 7, pagina 40).

Quadro 7.: Constituintes quimicos isolados de Harrisia adscendens (Giirke) Britton & Rose.

A B

HA-1 HA-2
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5.4.1 Identificacao do Composto HA-1.

O espectro de IV (Figura 7, pagina 44) apresentou uma banda larga em 3.446 cm™
sugestiva de ligacio N-H de amina secundéria. As absorcdes em 1.647 e 1.629 cm™ podem
ser atribuidas as deformagdes N-H e C=C de anel aromatico, respectivamente. Além disso, foi
visualizada uma banda larga de média intensidade em 1.091 cm™ caracteristica de ligacdo C-
N e uma banda fraca em 798 cm™ sugestiva de deformagdo fora do plano de ligagio N-H
(PAVIA et. al., 2012).

No espectro de RMN de 'H (6, DMSO, 500 MHz) foram visualizados oito sinais
(Figura 8, pagina 45), sendo sete deles caracteristicos de hidrogénios em sistemas aromaticos
em oy 9,27 (s, 1H), 8,70 (d, J=6,2 Hz, 1H), 8,51 (d, J/=6,4 Hz, 1H), 8,43 (d, J=8,3 Hz, 1H),
7,40 (t, J=7,5 Hz, 1H) e um multipleto coalescente entre dy 7.76-7.81 (2H), o qual se
desdobrou em dois sinais [7,78 (d, J/=8,3 Hz, 1H) e 7,74 (t, J=7,4 Hz, 1H)] quando foi
aumentada a temperatura do experimento de 26 °C para 60 °C (Figura 9, pagina 48), além de
um singleto em oy 4,47 (3H) (Figura 8, pagina 47) que no HSQC (lH X 13C) mostrou
correlacdo direta com o pico em d¢ 47,61 (Figuras 17 e 18, paginas 56 e 57), sugerindo-se
tratar de um grupamento metila ligado a nitrogénio tetravalente (KITAJIMA et. al., 2013). Os
sinais continuos de prétons aromadticos (Figura 8, pagina 47) em oy 8,43, 7,78, 7,74 e 7,40
foram indicativos da presenca de um anel fenila 1,2-dissubstituido que aliado aos dubletos em
oy 8,51 e 8,70 caracterizam protons a, B piridinicos sugerindo que a molécula trata-se de um
alcaloide B-carbolinico (ZHANG et. al., 2012; LUO, et. al., 2012).

No espectro de RMN de B¢ (6, DMSO, 125 MHz), técnica APT, foram visualizados
doze sinais, sendo quatro (o¢c 144,19, 135,04, 131,85 e 119,18) referentes a carbono nao
hidrogenados, sete de carbonos metinicos (d¢ 133,18, 131,77, 130,44, 123,52, 121,43, 117,55
e 113,16) e um carbono metilico (8¢ 47,61) (Figuras 10 e 11, paginas 47 e 48).

O espectro do mapa de contorno HSQC ("H x "C) mostrou correlagdes entre oy
8,44/6¢ 123,52, ou 7,40/6¢ 121,43, ou 7,74/6¢c 131,77 e du 7,78/53¢ 113,16 indicativas das
posicdes 5, 6, 7 e 8 do nticleo inddlico, além dos acoplamentos em dy 8,51/5¢ 133,18 e oy
8,70/6¢ 117,55 do nicleo piridinico (Figura 18 e 19, paginas 55 e 56).

No mapa de contorno a longa distancia (IH X 13’C), técnica HMBC, foram visualizadas
correlacdes de oy 8,44/5¢ 131,77, 131,85 e 144,19, entre oy 7,40/0¢ 131,77, 113,16, 119,18,
de Oy 7,74/0¢ 123,52, 121,43, 144,19 e de oy 7,78/5¢ 121,43, 144,19 e 119,18 confirmando oy
8,44, 7,40, 7,74 e 7,78 para os hidrogénios das posi¢des 5, 6, 7 e 8, respectivamente, além dos
sinais em o¢ 131,85, 119,18 e 144,19 para os carbonos 4a, 5a e 8a (Figura 16, pagina 53).
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Ainda no HMBC (Figura 14 e 16, paginas 51 e 53) visualizaram-se os mapas de
contorno entre oy 8,51/0¢c 131,85, 117,55 e 47,61 e de oy 8,70/6¢c 135,04, 119,18 e 133,18
confirmando os valores de o¢ 131,85, 117,55 e 133,18 para os carbonos 4a, 4 e 3,
respectivamente, reforcando ¢ 119,18 para o C-5a e aliado ao mapa de contorno do HSQC
entre oy 9,27/6¢ 130,44 (Figura 19, pagina 56) e no HMBC de 6y 9,27/5¢ 47,61 (Figura 16,
pagina 53) confirmam Jdy 9,27 para a posi¢ao 1 (BLOM et. al., 2006). O carbono da posi¢ao
la foi confirmado por exclusdo e seu deslocamento quimico foi corroborado por meio do
mapa de contorno do HMBC entre oy 9,27 (H-1) e oy 8,70 (H-4)/6¢ 135,04 (Figura 14, pagina
51).

Os dados visualizados no HMBC entre 6y 4,47/5¢ 130,44 e 133,18 (Figura 16, pagina
53) confirmam a presenca de um grupo N-metil, no qual esse grupamento esta localizado na
posicdo 2 do nucleo piridinico. As correlacdes homonucleares visualizadas nos espectros
COSY e NOESY ('H x 'H) mostram que os protons da metila interagem com os hidrogénios
das posicdes 1 e 3, corroborando a presenca desse grupo na posi¢do 2 (Figuras 20 e 21,
paginas 57 e 58).

A andlise do espectro de massa forneceu uma férmula molecular CjH; Ny
determinado por ESI/MS com m/z 183.09 (Figura 22, pigina 61), confirmada pelo espectro de
massas de alta resolucdo obtido por micrOTOF-II, o qual mostrou um pico do ion molecular
em m/z 183.0933 (calculada para CioH;N>", 183.2340) e um pico para o fon base em m/z
168.0703 sugestivo da saida de um grupamento metila (Figura 23, pagina 62).

A anélise dos dados espectroscopicos de IV, EM e RMN de 'He 13C, incluindo
técnicas bidimensionais, além dos dados da literatura (Tabelas 4 e 5, paginas 44 e 45),
permitem confirmar que o composto HA-1 trata-se do alcaloide 2-metil-9H-f-carbolina-2-ion,

isolado pela primeira vez na familia Cactaceae.
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Tabela 4.: Dados dos espectros de RMN de 'H e ">C uni e bidimensionais do composto HA-1
isolado de Harrisia adscendens (Giirke) Britton & Rose.

HSQC HMBC COSY NOESY
¢ du 3¢ x oy CJ-3)) 'Hx'H 'Hx'H
C
1a 135,04 - H-4, H-1 - -
4a 131,85 - H-1, H-3, H-4 H-5 - -
5a 119,18 - H-4, H-6, H-8 - -
8a 144,19 - H-5, H-7, H-8 - -
CH
1 130,44 9,27 (s, 1H) H-3, N'CH,4 H-3,H4, N'CH;
N*CH;
3 133,18 8,51 (d, 1H, J=6,4 Hz) H-1, H-4, N*CH, H-4 H-4,
N*CH;
4 117,55 8,70 (d, 1H, J=6,2 Hz) H-3 H-1, H-3 H-3
5 123,52 8,43 (d, 1H, J=8,3 Hz) H-7 H-6, H-8 H-6
6 121,43 7,40 (t, 1H, J=7,5 Hz) H-7, H-8 H-5, H-7 H-5, H-7
7 131,77 7,74 (t, 1H, J=7,4 Hz) H-5, H6 H-6, H8 H-6, H-8
8 113,16 7,78 (d, 1H, J=8,3 Hz) H-6 H-5, H7 H-7
CH,
N*CHj, 47,61 4,47 (s, 3H) H-1, H-3 H-1, H-3 H-1, H-3
NH - - - - -

Tabela 5.: Dados comparativos dos espectros de RMN de 'H e BC do composto HA-1 isolado
e valores encontrados na literatura.

Composto HA-1 Blom et al, 2006 (CD;0D) Rook et al, 2010
(DMSO) (DMSO)
d¢ oy d¢ Ou d¢ oy
C
1a 135,04 - 136,3 - 135,24 -
4a 131,85 - 133,9 - 132,33 -
5a 119,18 - 118,2 - 119,59 -
8a 144,19 - 1454 - 144,34 -
CH
1 130,44 9,27 (sl, 1H) 130,6 9,18 (s, 1H) 130,80 9,34 (s, 1H)
3 133,18 8,52 (d, 1H, J=6,4 Hz) 135,1 8,48 (d, 1H, J=6,2) 133,82 -
4 117,55 8,70 (d, 1H, J=6,2 Hz) 120,4 8,64 (d, 1H, J=6,5) 118,0 -
5 123,52 8,43 (d, 1H, J=8,3 Hz) 123,9 8,39 (d, 1H, J=8,1) 123,98 -
6 121,43 7,40 (t, 1H, J=7,5 Hz) 122,7 . 121,98 -
7 13177 774t IH.J=T4Hz) 1330 /P G2HIET) 505, ]
8 113,16 7,80 (d, 1H, J=8,3 Hz) 113,4 7,78 (m, 2H) 113,46 -
CH,;
N*CH; 47,61 4,47 (s, 3H) 48,1 4,52 (s, 3H) 48,16 4,48 (s, 3H)

NH - - - - - 12,76 (s, 1H)
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Figura 23.: Espectro de massas de alta resolucdo do composto HA-1.
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5.4.2 Identificacao Composto HA-2

O espectro no IV (Figura 24, pagina 67) apresentou bandas de deformacao axial em
3.500 e 3.435 cm’, sugestivas das presencas de hidroxilas livre e quelada na molécula
(SANTOS et. al., 2015). A absor¢io em 2.916 cm™ pode ser atribuida a estiramentos C-H de
anel aromético. Foi identificada também uma banda intensa em 1.631 cm’ sugerindo a
presenca de carbonila de aril cetona. E possivel atribuir que a reducdo da frequéncia de
estiramento de carbonila pode estd relacionada com o efeito da conjugagdo e a ligacdo de
hidrogénio intermolecular que reduzem o estiramento das ligacdes e a frequéncia de vibragao
(CRIVELARO, 2013). As bandas em 1.589 cm™ e 1.433 cm™ de média intensidade sdo
caracteristicas de ligacdes C=C de anel aromadtico. As bandas em 1.277 e 1.082 cm’ sdo
sugestivas de deformacdo axial assimétrica e simétrica de ligacio C-O-C (PAIVA et. al.,
2012).

Os espectros de RMN de 'H (6, CsDsN, 500 MHz) mostraram a presenca de dois
singletos largos em oy 6,79 (s, 1H) e oy 6,39 (s, 1H) na regido de prétons aromdticos, sinais
espectrais entre oy 4,58 - 4,13 (6H) e 0y 5.70 (d, J=6.9 Hz, 1H) caracteristicos de unidade
osidica. Observaram-se, ainda, dois singletos em oy 3,71 (3H) e oy 2,95 (3H) sugestivos da
presenca de metoxila e metila no composto, respectivamente (Figuras 25 e 26, paginas 66 e
67).

Foi obtido também um espectro de RMN de 'H em DMSO (500 MHz) no qual se
observou a presenca de um singleto em oy 13,58 sugestivo de hidroxila quelada (Figura 27 e
28, paginas 68 e 69). Além disso, houve um desdobramento dos singletos largos em dy 6,79 e
Oy 6,39 para dois dubletos, ambos com um J=2,26 Hz, caracteristicos de acoplamento meta
(Figura 29, p4gina 70).

No espectro de RMN de B¢ (0, CsDsN, 125 MHz), técnica BB (Figura 30, pagina 71),
foram observadas 15 linhas espectrais, que pelo auxilio do DEPT 135 (Figura 31, pagina 72)
permitiu sugerir sete sinais para carbonos metinicos (5¢ 102,85, 96,35, 94,86, 79,71, 79,45,
75,11 e 71,64), dois para carbonos metilicos (5¢ 56,09 e 34,01), um metilénico (6¢ 62,81) e,
por exclusdo, 5 sinais para carbonos nao hidrogenados (d¢ 204,63, 167,89, 167,09, 162,37 e
107,54).

No espectro do mapa de contorno HSQC (‘H x "*C) foi possivel observar os seguintes
acoplamentos: oy 6,79/6¢ 94,86 e oy 6,39/5¢ 96,35, sugestivos para sinais em anel aromético
com impedimento estérico devido a grupos oxigenados (Figura 32, pagina 73). A presenca

ainda dos sinais em o¢ 107,54, 162,37, 167,09 e 167,89 (Figura 30, pagina 71) sugerem que a
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molécula tem um anel aromdtico tetrasubstituido. Um sinal em &y 3,71/3¢ 56,09 sugere a
presenca de uma metoxila e o sinal em oy 2,95/5¢ 34,01 de uma metila préxima a um grupo
retirador de elétrons (Figura 32, pagina 73).

Na andlise do espectro do mapa de contorno HMBC ('H x "C) verificaram-se
acoplamentos entre oy 6,79/5¢ 107,54, 162.37, 167.09 e 96.35 e de dy 6.39/0¢ 107.54, 94.86,
167.09 e 167.89 (Figura 34, pagina 75) que permitiram definir d¢c 107.54, 162.37, 94.86,
167.09, 96.35 e 167.89 para as posi¢des 1, 2, 3, 4, 5 e 6, respectivamente. A correlagdao de oy
3.71/6¢ 167.09 (Figura 34, pagina 75) permitiu inferir que a metoxila estd localizada no C-4.
O sinal em 6y 2.95 (Figura 34, pagina 75) mostrou correlacio a longa distancia com d¢ 107.54
CI) e 8¢ 204.63 () sugerindo que a metila estava ligada ao carbono da carbonila cetonica e
esta ao C-1. A correlagc@o do oy 5.70/0¢ 162.37 (Figura 37, pagina 78) permitiu confirmar que
a unidade osidica estava ligada ao C-2 e, que, por exclusdo, a hidroxila quelada estava no C-6.

No HSQC foram observadas os seguintes mapas de contorno: oy 5.70/0¢ 102.85, oy
4.34 (SH)/ 6c 75.11, 71.64, 79.45 e 62.81 e oy 4.14/0¢ 79.71 (Figuras 32 e 33, paginas 73 e
74). O mapa de contorno HMBC de 6y 5.70/0¢ 79.71, 0y 4.34/6¢ 75.11, 79.71, 71.64 ¢ 79.45 ¢
Oy 4.14/0¢ 102.85, 75.11, 71.64 e 79.45 (Figuras 35, 36 e 37, péaginas 76, 77 e 78), além de
comparacdo com dados da literatura (ZHANG et. al., 2010; DELNAVAZI et. al., 2015)
permitiu confirmar o¢ 75.11, 79.71, 71.64, 79.45 e 62.81 para os C-2’, 3°, 4’, 5" e 6,
respectivamente. A natureza glicosidica da molécula foi revelada pelo sinal oximetilénico em
oc 62,81 (DOMINGUES, 2010) e a estereoquimica pelo acoplamento do hidrogénio do
carbono anomérico com H-2’ que foi de 6,9 Hz (Tabela 6, pagina 63), caracteristica de
acoplamento axial-axial e sugestiva de conformacao [ (beta).

A andlise dos dados espectroscépicos de IV e RMN de 'H e B¢, incluindo técnicas
bidimensionais, além dos dados da literatura (Tabelas 7 e 8, pdginas 63 e 64), permitiu
identificar a acetofenona (HA-2) como 2’,6’dihidroxi-4’-metoxiacetofenona-2’O-B-glicose,
conhecida por pleoside ou domesticoside, isolada anteriormente (ZANG et. al., 2010;

DELNAVAZI et. al., 2015), mas obtida pela primeira vez na familia Cactaceae.
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Tabela 6.: Dados comparativos dos espectros de RMN de 'H e "*C do composto HA-2

usando CsDsN e DMSO.
CsDsN DMSO
o¢c oy oc oy
1 107,54 - 1 105,89 -
2 162,37 - 2 160,65 -
3 94,86 6,79 (s, 1H) 3 93,45 6,19 (d, 1H, J=2,26
Hz)
4 167,09 - 4 165,66 -
5 96,35 6,39 (s, 1H) 5 94,99 6,04 (d, 1H, J=2,26
Hz)
6 167,89 - 6 165,59 -
7 204,63 - 7 203,55 -
1’ 102,85 5,70 (d, 1H, J=6,9 Hz) 1’ 100,69 -
2’ 75,11 - 2’ 73,17 -
3 79,71 4,14 (1H) 3 77,32 -
4 71,64 - 4 69,72 -
5 79,45 - 5 76,78 -
¢ 6281 212 4,58 (({, 1H, J=11,6 Hz) ¢ 60.71 :
OH - - OH - 13,58 (sl, 1H)
OCH; 56,09 3,71 (s, 3H) OCH; 55,64 3,78 (s, 3H)
CH, 34,01 2,95 (s, 3H) CH, 33,17 2,64 (s, 3H)

Tabela 7.: Dados dos espectros de RMN de 'H e "*C uni e bidimensionais do composto HA-2
usando CsDsN.

HSQC HMBC COSY
3¢ on 3¢ x oy CJ-3)) 'Hx'H
1 107,54 - H-3, H-5, CH; -
2 162,37 - H-3, H-1’ -
3 94,86 6,79 (s, 1H) H-5 H-5
4 167,09 - H-3, H-5, OCH; -
5 96,35 6,39 (s, 1H) H-3 H-3
6 167,89 - H-5 -
7 204,63 - CH, -
1 102,85 5,70 (d, 1H, J=6,9 Hz) H-3° -
2’ 75,11 - - -
3 79,71 4,14 (1H) . -
& 71,64 - - -
5 79,45 - - -
¢ 62.81 6a 4,58 (d, 1H, J=11,6 Hz) - -
6b - - -
CH; 34,01 2,95 (s, 3H) - -
OH - -

OCH; 56,09 3,71 (s, 3H) - -
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Tabela 8: Dados comparativos dos espectros de RMN de 'H e *C do composto HA-2 e os
valores encontrados na literatura.

W N =

OCH;

Composto HA-2

(DMSO)

d¢ ou
105,89 ;
160,65 -
9345 6,19 (d, 1H,

J=2,26 Hz)
165,66 -
94,99 6,04 (d, 1H,
J=2,26 Hz)

165,59 -
203,55 -
100,69 -
73,17 -
77,32 -
69,72 -
76,78 -
60,71

- 13,65 (s, 1H)
55,64 3,78 (s, 3H)
33,17 2,64 (s, 3H)

oc
106,4
162,8
92,1

165,5
96,2

163,8
203,2
99,7
73,2
77,4
69,8
76,6
60,8

56,2
33,0

Zhang et al, 2010
(DMSO)

on

6,22 (d, 1H, J=2,2 Hz)

6,15 (d, 1H, J=2,2 Hz)

4,99 (d, 1H, J=7,3 Hz)

3,17 - 3,46 (4H, m, H-2’,
37’ 4” 57)

3,10 - 3,70 (2H, m, H-6")
13,55 (s, 1H)
3,86 (s, 3H)
2,56 (s, 3H)

oc
106,12
160,59
93,43

165,6

165,53
203,47
100,64
73,09
77,26
69,64
76,70
60,62

55,59
33,09

Delnavazi et al, 2015
(DMSO)

oy

6,28 (d, 1H, J=2,0 Hz)

6,13 (d, 1H, J=2,0 Hz)

5,00 (d, 1H, J=7,4 Hz)

3,10-3,75 (6H, H-2’, 3°,
4,5,6%)

13,72 (s, 1H)
3,80 (s, 3H)
2,66 (s, 3H)
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho cumpriu o objetivo principal que se fundamentou na realizagao do
estudo fitoquimico, caracterizacdo fisico-quimica e atividade bioldgica das raizes de Harrisia
adscendens (Giirke) Britton & Rose.

Os dados fisico-quimicos e da andlise térmica obtidos com o estudo de Harrisia
adscendens (Giirke) Britton & Rose mostraram informagdes relevantes relacionadas ao
desenvolvimento de novos fitoterdapicos/fitofarmacos.

Com relacdo a atividade bioldgica analisada, os extratos EEB e HABs ndo obtiveram
atividade antimicrobiana através da concentracdo inibitéria minima frente a Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosas, Escherichia coli, Candida tropicalis e Candida albicans.

O estudo fitoquimico das raizes de Harrisia adscendens (Giirke) Britton & Rose
resultou no isolamento de duas substincias: um alcaléide B-carbolinico 2-metil-9H-f-
carbolina-2-ion e a acetofenona 2’,6’dihidroxi-4’-metoxiacetofenona-2’O-f-glicose,
domesticoside ou pleoside. As duas substincias sdo inéditas tanto na espécie Harrisia

adscendens quanto na familia Cactaceae.
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