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RESUMO

Tacinga inamoena (K. Schum.) N.P. Taylor & Stuppy, conhecida como quipa, € um
cacto nativo da regido Nordeste distribuido em quase todo o semiarido, sendo
indicado na medicina popular para afeccbes na uretra, asma, inflamacdes e no
combate a vermes. Entretanto, suas propriedades quimicas e farmacologicas sao
desconhecidas. Este estudo propds isolar compostos secundarios e investigar as
atividades biolégicas de Tacinga inamoena. Das raizes foi preparado o extrato
etandlico bruto (EEB) e os extratos hidroalcodlicos (EHA), e realizado a
caracterizacao fisico-quimica e termogravimétrica. O isolamento e a identificacéo
dos compostos foram obtidos, respectivamente, por técnicas cromatograficas e
espectroscopicas, como infravermelho (IV) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
de 'H e **C, utilizando técnicas uni e bidimensionais, além da comparacdo com
dados da literatura. A atividade antimicrobiana foi testada frente as cepas
bacterianas e fungicas American Type Culture Collection (ATCC) e cepas
multiresistentes de isolados clinicos. A concentragdo inibitéria minima (CIM) e a
capacidade de modular a resisténcia das cepas microbianas foram avaliadas pelo
método de microdiluicdo. Foi realizada a citotoxicidade frente a eritrocitos e a
atividade antioxidante por consumo do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Na curva
termogravimétrica verificou-se a presenca de trés eventos relativos a perda de
massa, estes dados atuam na padronizacao do material vegetal, corroborando com
seu controle de qualidade. O screening qualitativo foi sugestivo para presenca de
alcaloides, flavonoides e taninos. O espectro de infravermelho do material
pulverizado das raizes reforca a presenca destes compostos por apresentar
grupamentos caracteristicos de grupos hidroxila e éster. No screening semi-
guantitativo obteve-se uma concentracdo de 65 mg/g de polifendis e 3,3 mg/g de
flavonoides no EEB. Foram isolados cinco compostos, a partir da fase diclorometano
(Fdic): 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, todos inéditos
no género e na espécie. Foi observada atividade antimicrobiana da fase acetato de
etila (Facet) frente a cepa de Staphylococcus aureus ATCC (25923) (125 pg/mL) e
fraca atividade antimicrobiana frente a cepa multiresistente de S. aureus 109 (1000
ug/mL). As Fdic, Facet e fase butandlica (Fbut) apresentaram acdo frente a
Escherichia coli 51 (500 pg/mL) e a Fdic apresentou acdo também contra Escherichia
coli 5A (500 pg/mL). O EEB e fases particionadas apresentaram efeito
potencializador frente as cepas multirresistentes Gram positivas (S. aureus 109) e
Gram negativas (Pseudomonas aeruginosa 2 e E. coli 5A) em combinacdo com 0s
antimicrobianos testados. O pg-sitosterol-3-O-glicosideo apresentou forte acéo
moduladora frente a neomicina, ciprofloxacino, norfloxacino, cefazolina e ceftriaxona.
O EEB e as fases particionadas demonstraram baixo potencial hemolisante (<10%)
nas concentragcbes que se correlacionaram com sua atividade biolégica < 500
png/mL. O EEB apresentou fraca atividade antioxidante frente ao radical DPPH, com
ICso equivalente a 348.66 pg/mL. Tacinga inamoena demonstrou importantes
atividades biolégicas e compostos inéditos no género, indicando-a como potencial
candidato a producédo de medicamentos.

Palavras chave: Cactaceae; quipa, esteroides, modulacéo.



ABSTRACT

Tacinga inamoena (K. Schum.) N. P. Taylor & Stuppy, known as quipd, is a native
cactus Northeast distributed almost everywhere in the semiarid region, it is indicated
in folk medicine for diseases in the urethra, asthma, inflammations and combating
worms. However, their chemical and pharmacological properties are known. This
study aimed to isolate secondary compounds and investigate the biological activities
of Tacinga inamoena. The roots was prepared ethanol extract (EEB) and
hydroalcoholic extracts (EHA), and performed the physicochemical characterization
and thermogravimetric. Isolation and identification of compounds were obtained,
respectively, by chromatographic and spectroscopic techniques such as infrared (IR)
and Nuclear Magnetic Resonance (NMR) *H and **C NMR, using techniques one-
and two-dimensional beyond comparison with literature data. Antimicrobial activity
was tested across bacterial and fungal strains American Type Culture Collection
(ATCC) and multiresistant strains of clinical isolates. The minimum inhibitory
concentration (MIC) and the ability to modulate the resistance of microbial strains
were assessed by broth microdilution method. Cytotoxicity forward the erythrocytes
and the antioxidant activity by consumption of the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) was performed. In thermogravimetric curve there was the presence of three
events related to weight loss, this data standardization work in the plant material,
corroborating its quality control. The qualitative screening was suggestive for the
presence of alkaloids, flavonoids and tannins. The infrared spectrum of the
pulverized material reinforces the roots by the presence of these compounds display
characteristic of hydroxyl groups and ester groups. In the semi-quantitative screening
yielded a concentration of 65 mg/g polyphenols and 3.3 mg/g of flavonoids in EEB.
Five compounds were isolated from the dichloromethane phase (Fdic): 8-sitosterol-3-
O-glycoside, N-trans feruloyl 4-O methyldopamine, N-cis feruloyl 4-O
methyldopamine, N-trans-feruloyl tyramine and N-cis-feruloyl tyramine, all new to the
genre. It was observed antimicrobial activity of the ethyl acetate phase (Facet)
against the strain of Staphylococcus aureus ATCC (25923) (125 pg/ml) and low
antimicrobial activity against multidrug resistant strain of S. aureus 109 (1000 pug/mL).
The Fdic, Facet and butanol phase (Fbut) showed activity against Escherichia coli 5I
(500 pg/ml) and showed Fdic action also against Escherichia coli 5A (500 pg/mL).
The phases partitioned and EEB showed potentiating effect opposite to multiresistant
Gram-positive strains (S. aureus 109) and Gram negative (Pseudomonas aeruginosa
and E. coli 5A 2) in combination with the tested antibiotics. The B-sitosterol-3-O-
glycoside showed strong action modulatory front neomycin, ciprofloxacin, norfloxacin,
cefazolin and ceftriaxone. The EEB and partitioned phases demonstrated low
potential Hemolyzing (<10%) at concentrations that correlated with its biological
activity < 500 yg/mL. The EEB showed weak antioxidant activity against the DPPH
radical, with IC50 equivalent to 348.66 pg/mL. Tacinga inamoena demonstrated
important biological activities and novel compounds in the genus, indicating it as drug
production potential candidate.

Keywords: Cactaceae; quipa, steroids, modulation.
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1 INTRODUCAO

Atualmente a populacdo mundial sofre com diversas patologias que produzem
agravos significativos a suas fungbes cotidianas, um destes problemas esta no
aumento da resisténcia bacteriana frente as mais diversas classes de
antimicrobianos, limitando assim a chances de combate a estes microrganismos,
outro quadro preocupante de saude publica, esta na relacdo que diversas patologias
possuem com a producdo de radicais livres, onde estes estdo relacionados a sua
etiologia e morbidade.

As espécies vegetais perfazem uma das fontes mais importantes de novas
substancias bioativas frente as necessidades da humanidade, atuando como suporte
na inspiragdo e construgdo de novas arquiteturas moleculares, fornecendo também
modelos para modificagdes estruturais, a fim de otimizar propriedades funcionas,
farmacologicas e bioquimicas (RAIMUNDO FILHO, 2010). Estima-se que pelo
menos 25% de todos os medicamentos modernos sdo derivados diretamente ou
indiretamente de plantas medicinais, principalmente por meio da aplicacdo de
tecnologias modernas ao conhecimento tradicional (BRASIL, 2012). No caso de
certas classes de produtos farmacéuticos, como medicamentos antitumorais e
antimicrobianos, essa percentagem pode ser maior que 60% (NEWMAN; CRAGG,
2012).

A etnofarmacologia é uma importante aliada de pesquisadores na busca por
espécies vegetais produtoras de substancias de interesse farmacolégico, visto que a
abordagem etnodirigida pode trazer uma maior taxa de sucesso na selecao de tais
espécies (ALBUQUERQUIE; HANAZAKI, 2006). Diversos estudos
etnofarmacoldgicos realizados na regidao do semiarido tem revelado um grande
potencial medicinal de sua flora, assim como um vasto conhecimento da populagéao
local sobre suas propriedades (ALBUQUERQUE; ANDRADE 2002; GAZZANEO et
al., 2005; ALMEIDA et al.,, 2006; ANDRADE et al., 2006; ALBUQUERQUE;
OLIVEIRA, 2007; ALBUQUERQUE et al., 2007a, b; AGRA et al., 2008; ALMEIDA et
al., 2010, 2012; CARTAXO et al., 2010; LUCENA et al., 2012; RIBEIRO et al., 2014),
porém a quantidade de estudos ainda é insuficiente, considerando a grande
biodiversidade local, sendo necesséario também a elaboracdo do perfil quimico
destas espécies, a fim de otimizar as potencialidades presentes nas plantas

medicinais.



17

Nesta regido observa-se que as cactaceas apresentam fungbes na
alimentacdo humana e animal, prevencédo e cura de doencas entre os habitantes, e
em muitas destas as raizes se destacam pela presenca de metabolitos secundarios
de importancia clinica (OLIVEIRA, 2011; ALIMI et al., 2010)

Entre as espécies vegetais a Tacinga inamoena (K. Schum.) N.P. Taylor &
Stuppy é uma espécie do género Tacinga, da familia Cactaceae com relativa
frequéncia de uso na cura de afeccbes pela populacdo local, como problemas na
uretra, asma, inflamacdes e no combate a vermes. (CASTRO; CAVALCANTE, 2011;
LUCENA et al.,, 2013, 2015). Entretanto n&o possui referéncia sobre seus
metabolitos secundarios e estudos que avaliaram sua atividade farmacoldgica.
Diante deste cenario, observa se a necessidade de um maior conhecimento quimico
e farmacoldgico a respeito desta espécie, através de estudos para determinar suas
atividades biolégicas, como também realizar o isolamento e caracterizagdo estrutural

de seus metabolitos secundarios.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Contribuir com o perfil fitoquimico e farmacoldgico da familia Cactaceae, a fim
de isolar constituintes quimicos da espécie Tacinga inamoena (K. Schum.)

N.P.Taylor & Stuppy e avaliar a atividade biol6égica da mesma.

2.2. Objetivos Especificos

e Coletar as raizes de Tacinga inamoena;

e Estabelecer o perfil fisico quimico do pé da planta;

e Preparar o extrato etanolico bruto (EEB) e extratos hidroalcéolicos (EHAS);

e Extrair, isolar e purificar metabdlitos secundarios presentes nas raizes de
Tacinga inamoena;

¢ Identificar e/ou elucidar a estrutura dos constituintes quimicos isolados;

¢ Quantificar por espectrofotometria na regido UV a concentracao de polifendis
totais e flavonoides do EEB e EHAs;

e Realizar ensaios de atividade antimicrobiana com determinagdo de
concentracao inibitéria minima (CIM) frente a cepas ATCC bacterianas Gram
positivas e Gram negativas e fungos leveduriformes do EEB, EHAs, fases
particionadas e compostos isolados.

e Testar fracOes e substancias isoladas como moduladores da resisténcia a
cepas bacterianas multirresistentes a antimicrobianos usuais;

e Avaliar a atividade antioxidante do EEB de Tacinga inamoena;

e Verificar a citotoxicidade do EEB e das fases particionadas frente a eritrocitos

humanos.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Etnobotanica

Diversos grupos populacionais sdo detentores de um profundo conhecimento
acerca das plantas medicinais. Aplicando estas informacgdes nas suas mais diversas
necessidades, passando este conhecimento de geracdo em geracédo (VASQUES et
al., 2014). No entanto, a evidente descaracterizacdo das comunidades tradicionais,
acompanhada da destruicdo de habitats e da inser¢cdo de novos elementos culturais,
pde em risco um grande acervo de conhecimentos empiricos e um patrimdnio
genético de valor inestimavel para as futuras geracdes (PIRES et al., 2009).

No Brasil, tem crescido o interesse pelo estudo das plantas medicinais em
resposta a recente tendéncia mundial de preocupacdo com a biodiversidade,
pautada na ideia de desenvolvimento sustentavel (MOSCA; LOIOLA, 2009). A
Etnoboténica tem grande importancia para as populagcfes regionais no que toca a
exploracdo e manejo de recursos para obtencdo de remédios, alimentos e matérias-
primas (FERRO, 2006), pois faz a mediacdo dos variados discursos culturais,
almejando a compreensdo do outro, do seu modo de vida, dos seus coédigos e
costumes que racionalizam suas relagcdes com a natureza (ALBUQUERQUE, 2000),
contribuindo para descobertas de novas drogas com principios ativos para o
tratamento de enfermidades. Pesquisas nesta linha tém fornecido importante

contribuigéo para o conhecimento da flora medicinal brasileira.

3.2 Etnofarmacologia

A etnofarmacologia é a ciéncia que tem por meta o resgate e a documentacao
do saber medicinal de grupos sociais, a fim de descobrir novas drogas, permitindo a
formulagéo de hipoteses relacionadas as atividades farmacologicas e as substancias
ativas responsaveis pelas acdes terapéuticas destas plantas (ELISABETSKY, 2003).

A investigacdo etnofarmacologica tem sido a principal abordagem
reconhecida por cientistas em todo o mundo, como uma estratégia de selecéo de
plantas medicinais. Dentre os véarios caminhos para o estudo destas, destaca-se
guatro tipos basicos de abordagens: randdmica, etolégica, quimiotaxondmica e
etnodirigida. A investigacao randémica refere-se a escolha aleatéria de plantas para
triagens fitoquimicas e farmacolégicas. A abordagem etolégica basea-se na

observacdo do comportamento animal perante algumas espécies vegetais. A
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abordagem quimiotaxonémica, busca uma familia ou género, no qual se tenha
algum conhecimento fitoquimico de ao menos uma espécie do grupo. A abordagem
etolégica basea-se na observacdo do comportamento animal perante algumas
espécies vegetais (ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

A abordagem etnodirigida consiste na sele¢do de espécies de acordo com a
indicacdo de grupos populacionais especificos em determinados contextos de uso,
enfatizando a busca pelo conhecimento construido localmente a respeito de seus
recursos naturais e a aplicacdo que fazem deles em seus sistemas de salde e
doenca. Sendo o tempo e o baixo custo envolvidos na coleta dessas informacdes a
principal vantagem na aplicacdo deste caminho (MACIEL et al., 2002
ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006).

Marinho e colaboradores (2011) indicam que os estudos relacionados com a
medicina popular tém merecido cada vez mais atengdo, em virtude da gama de
informacbes e esclarecimento a ciéncia das espécies vegetais. No estado da
Paraiba, os estudos etnofarmacolégicos ainda s&o escassos, mas estao
gradativamente sendo realizados, com a finalidade de aprofundar o conhecimento
sobre espécies de uso popular.

Estudos sobre o potencial quimico e farmacoldgico das espécies medicinais
presentes no semiarido podem contribuir ndo sé para a valorizacdo ecoldgica dessa
regido fitogeografica, mas também para a selecdo de espécies para bioprospeccéo,
com retorno para a conservacao da biodiversidade vegetal (PEREIRA; LIMA, 2008).

3.3 Consideracdes sobre o bioma Caatinga

A palavra “Caatinga” significa “floresta branca” na lingua tupi, referindo-se a
florestas abertas de dossel médio a altas e secas que apresentam uma vegetacao
arbustivo-arbérea, com folhas caducas no verdo e espinhos. Tais mecanismos
possibilitam a sobrevivéncia das espécies nas condi¢cdes climéaticas do semiérido
nordestino. A Caatinga possui uma area de cerca de 820.000 km?, perfazendo um
rico ecossistema, com grande diversidade de espécies e elevado endemismo. Em
recente levantamento floristico de todo o territério brasileiro, o bioma caatinga
apresentou o total de 4.322 espécies de plantas com sementes, sendo 744
endémicas deste bioma, o que corresponde a 17,2% do total de taxons registrados
(FORZZA et al., 2012; MMA/IBAMA, 2011).



23

O bioma Caatinga apresenta diversas espécies vegetais amplamente
empregadas pelas populacbes rurais, especialmente na fitoterapia abrangendo
diversos usos no tratamento de determinadas enfermidades. No Semiarido
brasileiro, observa-se crescente interesse pelo estudo das plantas medicinais da
regido (ALBUQUERQUE et al., 2007), uma vez que sao potencialmente ricas em
propriedades curativas, sendo ainda pouco estudadas do ponto de vista taxonédmico
e quimico (ARRAIS et al., 2014).

Albuquerque et al. (2007) realizaram um levantamento das espécies utilizadas
para fins medicinais por comunidades indigenas e rurais na regido Nordeste do
Brasil, nos 27 estudos etnofarmacolégicos encontrados, foram citadas 275 espécies
medicinais, das quais 15,3% endémicas da caatinga.

O clima semiarido dominante nesse bioma caracteriza-se por apresentar
baixa umidade relativa do ar e regime pluvial irregular, com 400 a 800 mm anuais,
como também pelas elevadas médias anuais de temperatura (27 °C), o solo é raso,
com localizados afloramentos de rocha e chdo pedregoso. Decorre da combinacéo
desses elementos um balango hidrico negativo em grande parte do ano, presenga
de rios e riachos intermitentes e ocorréncia de secas periddicas, com isto grande
parte da sua vegetagdo é caracteristica do tipo xerofila, resistente a longos periodos
de estiagem (CORREIA LIMA et al., 2011).
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Figura 1. Mapa do semiarido brasileiro, segundo Ministério da Integracdo Nacional
(2005)

O clima arido e vegetacao adaptada a falta de agua é uma caracteristica da

Caatinga e segundo Gobbo Neto (2007), ha uma correlacdo positiva bem
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estabelecida entre intensidade de radiacdo solar e producdo de compostos
fendlicos, tais como flavonoides, taninos e antocianinas. Enquanto o estresse hidrico
frequentemente tem consequéncias significantes nas concentracdes de metabolitos
secundarios em plantas, havendo varios relatos de que estas condi¢cdes geralmente
levam a um aumento na producao de varios tipos de metabdlitos secundéarios, como
glicosideos cianogénicos, alguns terpenoides, antocianinas e alcaloides, assim como
elevadas concentracdes de metabdlitos secundarios podem resultar em uma planta
mais resistente a adversidades (MAZID et al., 2011).

A acelerada perda de espécies e de habitats em todo o mundo acrescenta
carater de urgéncia ao conhecimento quimico das plantas medicinais. Segundo
avaliacdo do Centro Nacional de Conservacdo da Flora (CNCFlora), das 1.026
espécies avaliadas na Caatinga, 253 receberam o status de ameacada de extingéao
(MARTINELLI; MORAES, 2013). A Caatinga carece de planejamento estratégico
para evitar a perda da biodiversidade decorrente de a¢des antrOpicas como as
atividades agricolas, pecuéarias e de extrativismo predatorio que geram efeitos
deletérios sobre a biodiversidade do semiarido (GARIGLIO et al., 2010).

3.4-Consideracdes sobre familia, género e espécie de Tacinga inamoena

A familia Cactaceae esta adaptada as condicdes de intenso xerofitismo que
sdo 0s vegetais que desenvolvem uma estrutura especial para se adaptar a
condi¢cOes extremas, e caracterizam a paisagem vegetal das regides mais secas da
América Intertropical. As espécies desta familia sdo plantas suculentas com talos
carnosos, rolicos ou aplanados. Algumas variedades sem espinhos sdo usadas
como forragem, e os frutos de algumas espécies sdo usados na alimentacao
humana e animal (SOUZA, 2013; SILVA, et al., 2009)

O Brasil é considerado o terceiro maior centro de diversidade da familia
Cactaceae. Apresenta 39 géneros, 260 espécies e 92 Subespécies, sendo 162
espécies nativas, e % destas endémicas (TAYLOR; ZAPPI, 2004). Esta familia esta
dividida em trés subfamilias:

¢ Opuntioideae — com espécies arbdreas ou arbustivas e folhas;

¢ Pereskioideae — apresenta arvores sem folhas ou com vestigios de folhas;

e Cactoideae — esta subfamilia possui hastes suculentas sem folhas, com
aréolas bem desenvolvidas (BARTHLOTT; HUNT, 1993).
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Os membros da Opuntiocideae e Cactoideae podem ser encontrados em
guase todos os habitats terrestres: desertos quentes ou frios, pastagens, florestas
tropicais e sombrias, ambientes molhados ou cobertos de neve (MAUSETH, 2006).
Estima-se que de 12 a 15 géneros, e 50 a 80 espécies, possuem aptidées agricolas,
sendo que os frutos das cactaceas sdo os principais produtos para a agricultura,
pois a maioria dos cactos possui frutos comestiveis (KIESLING, 2001).

As Cactaceas se destacam pela importancia econdémica, sendo usadas na
alimentagdo humana e de determinados animais, como fonte de madeira, para o
paisagismo e na medicina tradicional (LIMA, 1996). Entretanto, h4 atividades que
ameacam diretamente suas espécies, como a coleta indiscriminada, que alimenta o
comércio ilegal para colecionadores e estabelecimentos de ornamentacdo, que
resultam na reducdo das populacdes das espécies e comprometem sua
sobrevivéncia na natureza, como ocorre, por exemplo, com espécies de Discocatus,
Melocactus, Uebelmannia e Parodia (ZAPPI et al.,, 2011). Outras ameagas sao a
destruicdo de habitats Unicos pela mineracdo (ouro, pedras preciosas e
semipreciosas, cristais e outros minérios), o turismo nao planejado, a expansao
urbana e a agropecuéria (ZAPPI; TAYLOR; MACHADO, 2008).

A coroa de frade (Melocactus sp.), xique xique ((Lem.) Byles & Rowley)
mandacaru (Cereus jamacaru DC), facheiro (Pilosocereus paclrycladus Riter) e a
palma (Opuntia ficus-indica Mill) séo as espécies de maior citacdo e reconhecimento
pela populacdo e sdo amplamente utilizadas na medicina tradicional como:
analgésicos, antibidticos, diuréticos, para tratar problemas intestinais, tosses,
afeccdes cardiacas e nervosas, Ulceras, controle de diabetes e colesterol (HOLLIS;
SHEINVAR, 1995; LUCENA, 2012). O uso de raizes P. gounellei, na forma de
decdcto, no tratamento de inflamacgdes prostaticas foi mencionado em levantamento
de plantas medicinais do Nordeste brasileiro (AGRA et al., 2008). Em outro estudo,
as raizes maceradas dessa cactacea foram utilizadas no tratamento de inflamagéo
da uretra (ROQUE; LOIOLA, 2013).

A familia apresenta inUmeros estudos nacionais e internacionais, com perfil
guimico definido, onde se observa um predominio de alcaloides e flavonoides entre
seus compostos secundarios. Ha também inGmeras atividades biol6gicas

comprovadas, como mostrado na tabela 1.
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Tabela 1. Espécies da familia Cactaceae com atividade biolégica e compostos secundarios isolados

Espécie Parte Indicacédo At|V|da,de_ Cpmpostos Estrutura quimica Referencia
farmacologica isolados
Cereus Isoramnetina-3-0O-
fernambucensis Raiz, . Antioxidante, anti- rubinosideo
- Vitiligo . - : i Souza, 2013
Lem cladddio inflamatorio isoramnetina-3-O-
raminosidio
Isoramnetina-3-0O-
rubinosideo (flavonoide)
Anti-inflamatorio
reeﬁgi)sblfggiz Tiramina e N- Burret et. al
Cereus jamacaru Raiz, ' . . metiltiramina, - NH ARG
o ,bronquites, Antibacteriano . : 1982; Davet,
DC. cladddio , sitosterol, hordenina, OH
Ulceras, 2005
Antioxidante camferol ; ; ;
nti : Tiramina (alcaloide)
antitumoral.
OH
H,CO
.Coryphantha - Alucinatéria - Macromerlng, Davet, 2005
calipensis H. Bravo normacromerina N——CH,
H,CO
CHs

Macromerina, (alcaloide)
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Atividade Compostos

Espécie Parte Indicacédo . ) Estrutura quimica Referencia
farmacologica isolados
Martins,
Indicaxantina, 2011;
. .. isoramnetina Moussa-
anglhrggir(]:gm:}lti- Antioxidante, Camferol, Quercetina, Ayoub 2011;
Opuntia ficus-indica alg i Antiulcerogénica, Isorhamnetina 3-O- Leo et al.
: L inflamatoéria, L N ] .
Mill Cladodio, flor afeccies analgésica, rubinobiosideo, 2010; Galati
~ceoe hepatoprotetora e  Isorhamnetina 3-O- et al. 2002;
respiratorias, A 2. ~
hipoglicemiante anti-inflamatorias galactosu,je_o, 3- Saleem et al.
Oramnosido, 2006; Park et
miricetina e vitexina Indicaxantina (alcaloide) al. 2001
0]
<o 0 N
Camferol Valente et al.
Opuntia L . Antitumoral, . -~ 2010,
Cladddio Decorativa L isoramnetina,
monacantha Haw antioxidante - S Naseer, et al.
Benzilisoquinolina
2015
Benzilisoquinolona
(alcaloide)
Alcaloides Davet, 2005
feniletilaminicos Valente et al
Pilocereus arrabidae Erutos Alimenticia Tripanomicida quercetlna3 rutina, 1998
B. catequina,
dihidrocamferol Gongalves,
' 2015

isorhamnetina

OH o

Quercetina (flavonoide)
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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, e com este trabalho o género Tacinga € 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. Opuntia estevesii foi reduzida por Taylor et al. (2002) a
subespécie de Tacinga saxatilis como T. saxatilis subsp. estevesii (P.J. Braun) N.P.
Taylor & Stuppy. O mais recente tdxon a ser adicionado ao género foi T. inamoena
subsp. subcylindrica (MACHADO; TAYLOR, 2002).

T. inamoena (K. Schum.) N.P.Taylor & Stuppy se distingue das demais
tacingas por ser um subarbustos com cladédios orbiculares ou obovados, atingindo
ate 1 m de altura, apresentando cladédio complanado, segmentado em articulos
elipticos a obovados com gloquideos abundantes. Seus espinhos muito pequenos
estdo agrupados em tufos, sendo muito irritantes (inamoena quer dizer nédo
amigéavel). Produz poucas flores de cor laranja-escuro com 50 x 35 — 40 mm. Fruto
globoso (figura 2), com 30 mm de didmetro, pericarpo amarelo ou alaranjado; 30 —
40 aréolas no pericarpo, com gloquideos e polpa funicular translicida com dezenas
de sementes de aproximadamente 3 mm. Apesar de bastante caracteristica a T.
inamoena apresenta grande variabilidade morfolégica entre suas populacdes
(MENEZES, 2013; CASTRO; CAVALCANTE, 2011).

I
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<

Figura 2. Aspectos gerais da Tacinga inamoena (K. Schum.) N.P. Taylor & Stuppy
Fonte: Arquivo pessoal
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Tacinga inamoena, também conhecido como palmatdéria, quipa, cumbeba ou
gogoia, tem os frutos e caules de grande utilidade no periodo seco, na alimentacao
dos animais e humana em situacfes de escassez. Porém, o consumo da planta sem
a retirada dos espinhos na pecuéria, ocasiona sérios danos ao tubo digestivo dos
animais. As caracteristicas quimicas, forma, cheiro e sabor do quipa sédo similares as
dos frutos da Palma forrageira (Opuntia ficus-indica). O fruto do quipa, dado seu
potencial nutricional por conter calcio, magnésio, fésforo e potassio, pode vim a ser
explorado como alternativa alimentar e/ou como fonte de renda complementar para
a agricultura familiar (CASTRO; CAVALCANTE, 2011).

Tacinga. inamoena 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.
Ocorrendo em diversos ambientes, habitando desde o solo das &reas de caatinga a
afloramentos rochosos diversos, como granito, quartzo, arenito e rochas calcareas,
também ocorre em areas de campos rupestres, em afloramentos rochosos ou em
solos arenosos e populacdes disjuntas em areas de transicdo entre a vegetacao
semiérida da caatinga e a vegetacédo florestal da mata atlantica no leste da Bahia,
(TAYLOR et al., 2002; TAYLOR; ZAPPI, 2004).

Por ser endémico do bioma caatinga, o género Tacinga é um bom candidato
para o estudo da influéncia das flutuacdes climaticas historicas na distribuicdo da
variacdo genética de suas espécies, em especial de Tacinga inamoena, tendo em
vista que a distribuicdo desta espécie corresponde de forma bem préxima aos limites
da caatinga, por possuir grande variabilidade morfolégica e ser um taxon
ecologicamente versatil, ocupando varios ambientes diferentes dentro deste bioma
(TAYLOR; ZAPPI, 2004).

No livro vermelho da flora brasileira, Tacinga inamoena se encontra na lista
de espécies ndo ameacgadas de interesse para pesquisa e conservacao
(MARTINELLI; MORAES, 2013). Mas estudos sobre Tacinga inamoena atualmente
circunscrito consistem em sua maioria de investigacdes taxonOmicas sindticas.
Apesar da escassez de estudos que tratem sobre as propriedades farmacolégicas e
toxicidade, existem registros etnobotanicos do emprego dessa cactacea no
tratamento para males da uretra, asma, inflamacdes e no combate a vermes.

perfazendo a necessidade de estudos que elucidem sua constituicdo quimica e
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acbes farmacologicas (CASTRO; CAVALCANTE, 2011; LUCENA et al.,, 2015;
LUCENA et al., 2013).

3.5 Atividades bioldgicas

3.5.1 Atividade antimicrobiana e moduladora

Apesar de a industria farmacéutica produzir um expressivo niumero de novos
antimicrobianos, a resisténcia microbiana a essas drogas € progressiva. Em geral,
as bactérias tém a habilidade genética de adquirir e de transmitir resisténcia as
drogas utilizadas como agentes terapéuticos. A pesquisa de novos agentes
antimicrobianos se faz necessaria devido ao surgimento de microrganismos
resistentes e de infec¢cdes oportunistas fatais, associadas a AIDS, quimioterapia
antineoplasica e transplantes (PENNA et al., 2001)

Segundo Tintino et al. (2013), o uso de extratos e fragdes obtidos de produtos
naturais como agentes antimicrobianos, apresentam uma baixa possibilidade de
proporcionar resisténcia microbiana, ja que sao misturas complexas, tornando a
adaptabilidade microbiana muito mais dificil. O Brasil oferece uma imensa
biodiversidade, capaz de contribuir significativamente no desenvolvimento do campo
da saude em nivel mundial, encontrando substancias mais eficazes e menos toxicas
na corrida contra a resisténcia e o surgimento de microrganismos patogénicos
(MORAIS BRAGA et al., 2013)

Diversas plantas tém sido avaliadas ndo apenas para demonstrar seu
potencial antimicrobiano de forma direta, mas também como fontes de substancias
com potencial de serem agentes capazes de modificar a acdo antimicrobiana.
Diversos compostos quimicos de origem natural, como flavonoides, terpenos e
outros, além de poderem apresentar atividade antibacteriana direta, também
aumentam a atividade de antibiéticos especificos, revertendo a resisténcia de alguns
tipos bacterianos a determinados antibioticos, promovendo a eliminacdo de
plasmidios que carregam determinantes de resisténcia e inibindo as funcbes de
transporte da membrana plasmatica de algumas classes de antibioticos (GIBBONS,
2004; GURIBFAKIM, 2006).

A utilizacdo de plantas e drogas em uma abordagem com mono ou multi
extratos combinados, tem demonstrado pronunciada atividade por interagir com

diversos alvos dos microorganismos ao mesmo tempo, atuando de forma sinérgica,
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este fato é reportado ndo somente a partir da combinagédo de extratos vegetais, mas
também de produtos naturais ou extratos e produtos sintéticos ou antibiéticos
(WAGNER; ULRICH MERZENICH, 2009).

Portanto, o estudo e a descoberta de produtos naturais que apresentem
atividade antibacteriana intrinseca ou combinada a antimicrobianos, podem
representar uma nova forma de fazer frente aos microrganismos multirresistentes.
Dessa forma, poderia haver pela industria farmacéutica a producéo de fitoterapicos
como adjuvantes de determinados tratamentos contra agentes infecciosos ou outras
doencas. Além disso, estudos sobre as propriedades farmacolégicas de plantas
etnofarmacologicamente importantes no semiarido nordestino, pode abrir um novo
indice de opc¢bes para estas pesquisas, bem como possibilitar a descobertas de uma

ampla diversidade de substéancias.

3.5.2 Citotoxicidade in vitro

Com o controle cada vez mais rigoroso em relagcdo ao uso de animais de
laboratorio, ha a necessidade de desenvolver e padronizar testes in vitro que
possam detectar a toxicidade de produtos e substancias para uso em seres
humanos, principalmente aqueles de aplicagdo clinica, que ndo devem causar
reacdes adversas e nem lesar o organismo do paciente. A avaliacdo da toxicidade
tem o intuito de determinar o potencial da substancia teste de causar danos a saude
e estabelecendo a relacdo dose resposta (VALADARES, 2006).

O sangue humano constitui uma fonte simples de varios tipos celulares com
propriedades estruturais e metabdlicas peculiares, que o torna um alvo para estudos
farmacologicos e toxicologicos. Um dos modelos experimentais utilizados para a
avaliacdo da toxicidade in vitro € o ensaio de citotoxicidade em eritrocitos. Os
eritrécitos sdo células sanguineas que contém altas concentracdes de acidos graxos
poliinsaturados, oxigénio molecular e ions ferrosos, como consequéncia, Sao
altamente vulneraveis a acdo de agentes citotoxicos, oxidantes e de radicais livres,
pois sua membrana eritrocitica € uma estrutura delicada que pode ser significamente
alterada por interagdes com drogas, que podem provocar alteracdes na integridade
estrutural como: mudangas na fluidez da membrana e hemdlise (SANTOS, 2009;
YAMOTO; AKI, 1991).

Estas células sdo consideradas bons modelos para estudo de toxicidade,

sendo a hemdlise in vitro um método de triagem para toxicidade de substancias,
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estimando dano que podem induzir in vivo nos eritrécitos e indicando bioatividade
das substancias testadas (APARICIO et al., 2005).

No processo de hemdlise ha a liberacdo de hemoglobina, facilmente
guantificada por leitura espectrofotométrica de absorbéancia na regido do Ultravioleta
(UV) visivel, esta absorbancia é proporcional a lise dos eritrocitos (liberacdo de
hemoglobina). A quantificacdo de ions, presentes nos eritrocitos, na solucéo afirma a
lise das células (NETO, 2006).

As vantagens da utilizacdo de eritrocitos humanos residem no fato do mesmo
ser facilmente obtido, em grande quantidade e com baixo custo devido a sua
estabilidade e facilidade de trabalho (CHAVES, 2007; SANTOS, 2009). Estudos
com estes métodos demonstraram que os testes com células podem ser utilizados
com sucesso, pois sdo reprodutiveis, rapidos, sensiveis e financeiramente
acessiveis para a execucdo do estudo de biocompatibilidade in vitro (ROGERO et
al., 2003).

Muitas sdo as metodologias que indicam a atividade hemolitica como um
critério de citotoxicidade. Uma técnica mais recente e recomendada pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o Red Blood Cell System (RBC), permite
quantificar e avaliar os efeitos adversos dos tensoativos empregados em xampus,
sabonetes liquidos e produtos de higiene sobre a membrana plasmatica das
hemacias e a consequente liberacdo da hemoglobina (hemdlise) quantificados por
espectrofotometria no Guia para avaliacdo de seguranca de produtos cosméticos
(ANVISA, 2003). Independente da metodologia escolhida faz-se necessario a
avaliacao dessa atividade, indicando possiveis danos da espécie estudada sobre os
eritrocitos (BEDNARCZUK et al., 2010).

3.5.3 Atividade antioxidante

Nos ultimos anos, uma quantidade substancial de evidéncias tem indicado o
papel chave dos radicais livres e outros oxidantes como grandes responsaveis pelo
envelhecimento e pelas doencas degenerativas associadas ao envelhecimento,
como cancer, doencas cardiovasculares, catarata, declinio do sistema imune e
disfuncdes cerebrais, devido & lesdes celulares decorrentes das espécies reativas
do oxigénio e do nitrogénio derivadas do metabolismo mitocondrial (SILVA et al.,
2011; SOUZA et al., 2007).
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Antioxidantes séo definidos como substancias capazes de prevenir e atrasar
0s processos oxidativos dos substratos oxidaveis. Podem ser classificados em dois
grupos: enzimatico e nao enzimatico. O enzimatico € composto por enzimas
Superoxido Dismutase (SOD), Glutationa Peroxidase (GPx) e Catalase (Cat),
enquanto 0 nao enzimatico é representado pelos oligoelementos, vitaminas,
carotenoides, flavonoides, dentre outros compostos (MARTINS, 2010).

A producdo de radicais livres € controlada nos seres vivos por diversos
compostos antioxidantes, os quais podem ter origem enddgena, ou serem
provenientes da dieta alimentar e outras fontes. Destas Ultimas destacam-se
tocoferéis (vitamina E), acido ascoérbico (vitamina C), polifenois, selénio e
carotenoides. Quando ha limitacdo na disponibilidade de antioxidantes podem
ocorrer lesdes oxidativas de carater cumulativo. Os antioxidantes sédo capazes de
estabilizar ou desativar os radicais livres antes que ataquem 0s alvos biolégicos nas
células (SOUZA et al., 2007).

Duas classificacfes basicas sdo conferidas aos antioxidantes: sintéticos ou
naturais. De modo geral os sintéticos sdo compostos fendlicos contendo varios
graus de substitutos de alquila, enquanto que os naturais podem ser compostos
fendlicos, quinonas, lactonas entre outros (CRUZ, 2014).

Ha uma busca por compostos naturais com propriedades antioxidantes
principalmente porque nos ultimos anos os antioxidantes sintéticos demonstraram
efeitos deletérios a saude humana, com indicios de serem potencialmente
carcinogénicos, 0 que leva a uma tendéncia em substitui-los por antioxidantes
naturais, mesmo nao havendo trabalhos suficientes que também atestem
concentracdes seguras de consumo destes (DEGASPARI; WASZCZYNSKY, 2004).

Varias pesquisas com plantas medicinais tém sido realizadas em busca de
compostos com elevada atividade antioxidante, devido suas propriedades redutoras
para a inibicdo de radicais livres. Assim também, os metabdlitos secundarios,
comparando com antioxidantes sintéticos, possuem baixa toxicidade e estdo sendo
cada vez mais investigados, como alternativa a doencas relacionadas a producao de
radicais livres (POTTERAT, 1997).

Os antioxidantes naturais compreendem uma vasta classe de compostos
guimicos, que atuam de diferentes meios, doando prétons (antioxidante primario),
como os compostos fenodlicos, e/ou quelando com catalisadores da reacdo de

oxidagao (sinergisticos), como 0s acidos citrico e ascorbico. Dentre os antioxidantes
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naturais mais utilizados destacam-se os &cidos fendlicos, tocoferdis e extratos de
plantas (RAMALHO; JORGE, 2006).

Existem diversos métodos para avaliar a atividade antioxidante in vitro de
substancias biologicamente ativas, envolvendo desde ensaios quimicos com
substratos lipidicos a ensaios mais complexos utilizando as mais diversas técnicas
instrumentais. O Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) € um dos
mais utilizados. A molécula de DPPH é caracterizada como um radical livre estavel
em virtude da deslocalizacao do elétron desemparelhado por toda a molécula (figura
3). Esta deslocalizacdo confere a esta molécula uma coloragéo violeta, caracterizada
por uma banda de absorcdo em etanol em cerca de 520 nm. Este ensaio se baseia
na medida da capacidade antioxidante de uma determinada substancia em
sequestrar o radical DPPH. Este método é considerado, do ponto de vista
metodolégico, um dos mais faceis, precisos e reprodutivos na avaliacao da atividade
antioxidante de sucos de frutas, extratos vegetais e substancias puras, tais como
flavonoides e terpenoides (CHEN et al., 2000; ALVES et al., 2010)

Figura 3. Molécula do DPPH

3.6 Compostos secundarios

Os metabdlitos secundarios desempenham um papel importante na
adaptacdo das plantas aos seus ambientes e também representam uma fonte
importante de substancias farmacologicamente ativas. Podem atuar como
antibiéticos, antifUngicos e antivirais para proteger as plantas dos patdégenos,como
sinalizadores quimicos para polinizadores dispersores, simbiose entre plantas e

microorganismos e também apresentando atividades antigerminativas ou toxicas
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para outras plantas, essas substancias pertencem a diferentes classes quimicas,
tendo distribuicdo heterogénea em diferentes grupos taxonémicos, orgaos e tecidos
vegetais (FUMAGALI et al., 2008; GOTTLIEB, 1982; LI et al., 1993).

3.6.1 Fitoesterois

Na biossintese dos terpenoides é formada a molécula de escaleno, o
percussor comum também para os fitoesterdis. Estes sao triterpenoides modificados,
gue constituem os esterois presentes nas espécies vegetais, sdo compostos por 27
a 29 atomos de carbono, sendo estruturalmente semelhantes ao colesterol (C-27),
diferenciando-se deste pelas configuracdes no nucleo ou na cadeia lateral (figura 4).
O B sitosterol e estigmasterol sédo os fitoesterois de maior frequéncia nas espécies
vegetais (figura 3) (BREDA, 2010; BRUFAU; REBECAS, 2008).

ESTIGMASTEROL

SITOSTEROL

HO

Figura 4. Variacéo estrutural dos fitoesterois em sua cadeia lateral

O [-sitosterol apresenta diversas funcdes, como na composicdo das
membranas celulares, participando no transporte intracelular, além de desempenhar
outras funcbes bioldgicas. Pode ser encontrado na forma de derivados, como
ésteres de acidos graxos, aroméaticos ou glicosilados (ROBINSON, 1991).

O pB-sitosterol pode esta ligado a uma molécula de glicose, sendo entédo

comumente chamado de daucosterol (B-sitosterol 3-O-glicosideo), que possui
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importante atividade imunomoduladora e indutora de apoptose em linhagens de
células cancerigenas de origem leucémica (BOUIC et al., 1996; MANAYI et al.,
2013).

Diversos estudos indicam o potencial biolégico do B-sitosterol, como agente
anti-inflamatério, analgésico, antioxidante, hipoglicemiante, antihelmintico,
antimutagénico, hipocolesterolemiante e antifUngico frente a Aspergillus flavus
(VILLASENOR et al., 2002; LOTTENBERG et al., 2002; LALL et al., 2006; LOWE;
KU, 1996; SAEIDNIA et al., 2014). Park et al. (2000) associou a presenca L-
sitosterol na Opuntia ficus-indica a alguns de seus usos populares como auxiliar no

tratamento de edemas e como anti-inflamatorio.

3.6.2 Amidas dos acidos hidroxicinamicos

Os fenilpropandides sdo compostos formados a partir do acido chiquimico que
origina os &cidos p-cumarico e cinamico. Acidos cinamico (figura 5) foram
categorizados como constituintes estruturais e funcionais de paredes celulares de
plantas e também como ingredientes bioativos da dieta (KROON;
WILLIAMSON,1999; SIMOES et al., 2007; SHAHIDI :CHANDRASEKARA, 2010).

O

X

OH

Figura 5. Molécula do acido cinamico

Os acidos hidroxicinamicos representam uma classe de compostos fenolicos
de estrutura C6-C3 (compostos benzénicos unidos a uma cadeia de 3 atomos de
carbono), derivados do Acido-(E)-3-fenilprop-2-en6ico, com um ou mais grupos
hidroxilas unidos ao anel aromatico, alguns podem ser metilados (TEIXEIRA et al.,
2013). Os principais acidos hidroxicinamicos sdo o acido p-cumarico, caféico,
ferdlico e sinapico, estes séo sido considerados como antioxidantes potenciais e
antivirais (BAILLY; COTELLE, 2005; GASPAR et al., 2009).
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Os acidos hidroxicinamicos sdo encontrados também em varias formas
conjugadas, incluindo amidas (conjugados com mono ou poliaminas, aminoacidos
ou peptideos), ésteres, sobretudo os ésteres de hidroxi-acidos e glicosideos
(TEIXEIRA et al., 2013).

A conjugacdo de amina ao grupo carboxilico de acidos hidroxicinAmicos
origina as amidas dos acidos hidroxicinamicos, estas caracterizam-se por possuir
uma poliamina acilada com um acido hidroxicinamico mono, di ou trissubstituido
(FONTANIELLA et al, 2001).

A Dbiossintese de amidas de &cidos hidroxicinamicos é frequentemente
induzida por estresse e estas se acumulam nas raizes, tubérculos, caules, folhas e
orgaos reprodutivos, podendo ser metabolizadas por peroxidases (KRISTENSEN et
al., 2004).

As amidas dos &cidos hidroxicindmicos podem ser classificadas de acordo
com suas propriedades quimicas e fisicas em amidas basicas e amidas neutras. As
amidas basicas possuem uma funcdo de amina primaria, sdo solUveis em agua e
resultam da acilacdo de poliaminas alifaticas. As amidas neutras ndo possuem
funcdes fortemente ionizaveis, sdo insoluveis em agua e contém na sua maioria
aminas aromaticas (FACCHINI et al., 2002).
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4 METODOLOGIA
4.1 Matéria-prima vegetal

As raizes de Tacinga inamoena foram coletadas em fevereiro de 2014 (periodo
de chuva) e setembro de 2014 (periodo de seca), no sitio Canhoto (latitude: 07° 28'

47", longitude: 38° 02' 32"), municipio de Nova Olinda, alto sertdo paraibano
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Figura 6. Localizacdo da cidade de Nova Olinda-PB

O material vegetal foi preparado para confeccdo da exsicata e enviado ao
Herbério Lauro Pires Xavier da UFPB, para identificacdo botanica. Onde se encontra
sob 0 numero de registro JPB 61263 (figura 6).

HERBARIO JPB JPB n° 61263
Jodo Pessoa - Paraiba - Brasil
A _J P B 0 0 & 1 F & 5 a

Brasil, Paraiba, Nova (linda, Sitio Canhoto Caatinga
TO2R' 47" S, 38°02'32" W Elev.: 319m

CACTACEAE
Tacinga inamoena  (K.Schum.) N.P.Taylor & Stuppy

Cumbeba (Portugués)
R.R. Silva 1 & J.P.R. Silva - 25 VIll 2015

Det:

Figura 7. Etiqueta referente exsicata herborizada
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4.2 Processamento da matéria vegetal

A matéria-prima vegetal foi lavada, submetida a secagem em estufa de
circulagéo de ar (Nova Etica) ndo ultrapassando 40°C e micronizada a p6 usando
moinho de facas. Parte do p6 (50 gramas) foi selecionada para os ensaios de
caracterizacgao fisico-quimica e outra (322 g) para a producdo de EEB e EHAs.

4.3 Caracterizacdao fisico-quimica do p6 obtido

4.3.1 Granulometria

O ensaio de granulometria seguiu a metodologia descrita na Farmacopeia
Brasileira (2010). O procedimento utilizou 25 gramas do p6 resultante das raizes de
T. inamoema, e esta foi submetida a uma série de tamises com abertura de malha
diferenciadas (710, 355, 180, 150, 75 e 38 ym) dotado de um vibrador (Bertel),
durante 20 minutos. O tamanho das particulas foi analisado em triplicata e avaliado
pela quantificacdo percentual de retencdo do p6 em cada tamis de acordo com a

seguinte equagao (1).

% Retida pelo tamis = P1/P,x 100 (1)
Onde,
P1 = peso da amostra retida em cada tamis (em gramas)
P, = soma dos pesos retidos em cada tamis e no coletor (em gramas)

4.3.2 Determinacédo da Densidade

A determinacdo da densidade seguiu 0 método descrito na Farmacopeia
Brasileira (2010), na qual 10 gramas do po resultante das raizes de T. inamoema 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 (equacdo 2) e apdés 0 processo, a densidade compactada
(equacéo 3). A partir das densidades aparente (da) e compactada (dc), determina-se
o Fator de Hausner (FH) e indice de compressibilidade (IC), conforme a equac&o (4)
e a equacao (b), respectivamente (AULTON, 2005).

_ Ma

da=22 (2 de === (3)

_Va
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FH=% (4 Ic =44
da

x100 (5)

c

Onde,
Ma = massa aparente
Va = volume aparente

V¢ = volume compactado

4.3.3 Teor de Cinzas

O método para determinacdo do teor de cinzas totais seguido esta descrito na
Farmacopeia Brasileira (2010). 9 gramas da do p6 resultante das raizes de T.
inamoema foram distribuidos de forma igual em trés cadinhos de porcelana
previamente calcinados, resfriados e pesados. As amostras foram carbonizadas em
mufla e incineradas a 450 °C por 2 horas. Apés resfriamento em dessecador, as
mesmas foram pesadas em balanca analitica, repetindo-se o procedimento até a
obtencdo de peso constante. A porcentagem de cinzas, obtidas em triplicata, foi

calculada em relacao a droga seca, de acordo com a equacao 6.

P2-P1
P3

%Cinzas = x 100 (6)

Onde,
P1 = peso do cadinho apds a calcinacéo e resfriamento
P, = peso do cadinho com amostra apds a calcinacéo e resfriamento

P3 = peso inicial da amostra

4.3.4 Determinacgao do teor de umidade

O teste foi realizado em triplicata e os valores obtidos foram avaliados em
termos de porcentagem ponderal sobre a quantidade da amostra, utilizando a
equacdo 7, sendo realizado de acordo com o0 que preconiza a Farmacopéia

Brasileira (1988).
Pu-Ps

% perda = x100 (7)

P. = peso da amostra (g)

P. = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacéo (g)
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Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra apos a dessecacéo(g)

4.3.5 Determinacéo do pH

Foi preparada uma solugdo a 1% por infusdo com a droga vegetal. Em
erlenmeyer, a agua foi colocada sobre uma chapa-elétrica para ebulir durante 5
minutos. Em seguida, a agua foi vertida sobre 1 g da droga e o recipiente foi fechado
e deixado em infusdo por 15 minutos. Apds este tempo, a mistura foi filtrada e
arrefecida, procedendo-se a leitura em phmetro calibrado. O experimento foi
realizado em triplicata e o0s resultados equivalem a média dessas medicdes
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

4.4 Obtencao dos extratos

O po6 obtido foi submetido ao processo de extracao por percolacdo em etanol
96%, para obtencdo do extrato etandlico bruto (EEB) e em uma mistura de
etanol:dgua nas proporcdes de 9:1; 7:3; 1:1; 3:7 e 1:9 (v/v) para obtencédo dos
extratos hidroalcoolicos (EHs). Ambos acondicionados em recipiente de vidro, com a
realizagcdo de extragdes em intervalo de 72 horas e posterior eliminagdo do solvente
em evaporador rotativo Tecnal (TE-211) com temperatura < 50° C e uso de secador
com jato frio para concentracdo dos extratos. Parte do extrato hidroalcdolico foi
levada ao liofilizador LioBras, modelo L101, dando origem ao extrato bruto

hidroalcdolico liofilizada para andlise termogravimétrica.

4.5 Caracterizacdo fitoquimica do extrato etandlico de T. inamoena

4.5.1 Screening fitoquimico

O screening fitoquimico realizado avaliou a presenca de alcaloides,
esteroides/triterpenoides, catequinas fendis, flavonoides, acucares redutores,
polissacarideos e taninos, realizados de acordo com a metodologia descrita por

Barbosa (2001) e Peixoto Sobrinho et al. (2012), especificadas na tabela 2.
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Tabela 2. Pesquisa de metabdlitos secundarios em T. inamoena

Metabdlito secundario Reagente
Acucares redutores Reacao de Benedict: Fehling
Alcaloides Drangedorf, Mayer, Bouchardat
Catequinas Reacédo com &cido cloridrico
Esteroides/Triterpenoides Liebermann — Buchard
Fenois Solucéo alcdlica de FeClz a 1%
Flavonoides Shinoda; oxalo-borico
Polissacarideo Lugol
Taninos Solucgéo alcoolica de FeCl; a 1%

4.6 Determinacdo do teor de metabdlitos secundarios

A determinacdo do teor de polifendis totais, flavonoides e taninos
condensados foi realizada por espectrofotometria na regido UV (Shimadzu), ambos
0s métodos avaliaram a absorbancia das solucdes preparadas do extrato, definidas
em metodologias especificas, frente a absorbancia de solugcdes com reagentes
padronizados, a qual expressou o0s resultados baseados na concentracdo do
metabdlito secundéario por miligramas equivalentes do reagente padréo. Inicialmente
se obteve uma curva de calibracéo, especifica para cada metabdlito, feita a partir de
uma solucédo do reagente padrao referente. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata e tratados estatisticamente por ANOVA (p < 0,005).

4.6.1 Teor de polifendis totais

Esta determinacdo seguiu o0 método descrito por Chandra e Mejia (2004).
Sendo adicionado 1 mL da solucdo aquosa do EEB a 1 mL do reagente de Folin-
Ciocalteau 1N, esta mistura permaneceu em repouso por 2 minutos. Posterior a este
periodo, foi adicionado 2 mL de uma solucdo aquosa de Na,CO3 a 20% (p/v), com
novo repouso de 10 minutos. Em seguida, foi realizada a leitura da absorbancia a
757 nm em espectrofotbmetro frente a um branco composto por agua destilada,
reagente de Folin-Ciocalteau e solucdo a 20% de Na,COs.

Para a obtencdo da curva analitica, uma solucdo padrdo acido galico foi
preparada nas concentragdes de 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 pg/mL. A
concentracdo de polifendis foi expressa em miligramas equivalentes de acido galico.
As andlises foram realizadas em triplicata e a equacao de calibracdo do acido galico
foi y = 0,0247x — 0,0747 (R*= 0,9894).
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4.6.2 Teor de flavonoides

Seguindo o método descrito por Meda et al. (2005), o EEB foi solubilizado em
5 mL de metanol, sendo adicionado 0 mesmo volume de uma solucdo (em metanol)
de AICI; a 2% (p/v). A mistura permaneceu em repouso por 10 minutos antes da
leitura da absorbancia a 415 nm, frente a um branco composto pela solugéo
metanolica de AICls.

A curva de calibracao foi construida a partir da solucdo do padréo quercetina
em concentragdes de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 e 30 pyg/mL. O teor de
flavonoides foi expresso em miligramas equivalentes de quercetina. Todas as
analises foram realizadas em triplicata e a equacéo de calibracdo da quercetina foi y
= 0,034x — 0,0053 (R?= 0,9977).

4.6.3 Teor de taninos condensados

Este metabdlito foi quantificado utilizando o método de Makkar e Becker
(1993), no qual a amostra do EEB foi adicionada a 3 mL de uma solucdo de
catequina (4% p/v em metanol). A reacéo ocorreu em tubos de ensaio que estavam
em banho-maria a cerca de 22 °C. A leitura foi realizada a 500 nm, frente a um
branco composto pela solucéo de catequina, HCl em etanol:agua 50% (v/v).

A curva de calibracdo para este ensaio foi obtida a partir das solu¢cées nas
concentracbes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 uyg/mL do padrao
catequina. A concentragdo de taninos condensados foi expressa em miligramas
equivalentes de catequina. Todas analises foram realizadas em triplicata e a
equacédo de calibracdo da catequina foi y = 0,0024x + 0,0522 (R* = 0,9924).

4.7 Fracionamento do EEB

Para o fracionamento do EEB foi realizada uma particdo liquido:liquido com
solventes de polaridade crescente de acordo com a solubilidade dos constituintes
guimicos. 23,03 gramas do EEB foi dissolvido em uma solu¢cdo de MeOH:H,0 (7:3),
(v:v) obtendo-se uma solugcédo hidroalcoolica, posteriormente, particionada com
hexano, diclorometano, acetato de etila, acetona e n-butanol, conforme descrito no

esquema 1, obtendo as respectivas fases particionadas (FP).



EEB
(23,03 g)

Solucdo Metanol:agua
(7:3,V:V)
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F.Hexanica
(7,86 9)

F. Diclorometano
(9,50)

F. Acetato de etila

F. Butanodlica

(3’7 g) (1,98 g)

Esquema 1. Particionamento das raizes de T. inamoena

4.8 Fracionamento cromatografico das fases

As fases particionadas obtidas foram submetidas a cromatografia em coluna
(CC) usando-se gel de silica (Macherey-Nagel), 0,063-0,2mm/70-230 mesh, como
fase estacionaria e hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol puros e/ou
misturas binarias como fase movel. As fracdes foram analisadas comparativamente
em cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) utilizando diversos sistemas
de eluicdo e reunidas, quando semelhantes, mediante o uso de sistemas
reveladores como luz ultravioleta (Sppencer Equipamentos), em dois comprimentos
de onda (254 e 365 nm) e/ou vapores de iodo sublimado.

A fase diclorometano devido a ser a fase de maior rendimento, foi selecionada
para o fracionamento através de cromatografia em coluna (CC), utilizando 8 g da
amostra, tendo como fase estacionaria gel de silica, para a fase movel foi utilizado o
hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol puros ou em misturas, por ordem
crescente de polaridade. Obteve-se 122 fracOes, estas foram reunidas por
semelhanca de fator de retencédo (RF) e conforme verificado em CCDA, descrito no

esquema 2.
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FASE DICLOROMETANO (C1)

8 gramas
CC em gel silica
122 fragOes
Fracdes reunidas 49-52 Fracdes reunidas Fracéo 78
(C1.6)
54-55 (C1.12)
960 mg 80,6 mg Solvente
| Piridina
CC em Sephadex
CHCI3:MeOH (1:1- V:V) cC | de s
) em gel de silica Ti1 (21,5 mg)
29 fracoes ~
12 fracoes
Fracao reunidas
11-12 (C1.7) ~ Solvente
Fracéo 9
acetona
24,6 mg

CC em Sephadex
CHCI3:MeOH (1:1- V:V)

10 fracdes

Ti-4 e Ti-5 (12,50)

Fracao 3-4 —

Solvente
acetona

Ti-2 e Ti-3

(6,2 mg)

Esquema 2. Fracionamento da fase diclorometano das raizes de T. inamoena
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A fase acetato de etila foi submetida a cromatografia de média presséo (C2),
com o mesmo esquema de fase mdével descrita para a fase diclorometano. Foram

utilizados 3 gramas e obteve-se 28 fragcdes, porém nenhum composto foi isolado.
4.9 Métodos Espectroscépicos

4.9.1 Espectroscopia no Infravermelho (IV)
Os dados espectrais na regido do infravermelho (4000 a 400 cm™) foram
obtidos em aparelho BOMEN FT-IR (modelo MB 100), utilizando amostras em

pastilhas de brometo de potassio (KBr), com nimero de onda medido em cm™.

4.9.2. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN, uni e bidimensionais, foram registrados em
espectrometros VARIAN SYSTEM e BRUKER AVANCE Il operando a 200 MHz e
500 MHz do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), da
UFPB. Utilizando Piridina-ds e Acetona-ds, como solventes. Os deslocamentos
guimicos (6) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de
acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades dos deslocamentos quimicos de RMN de

'H ser&o indicadas segundo as convencdes.

4.10 Analise térmica

As curvas termogravimétricas nao isotérmicas foram obtidas em uma
termobalanca simultanea TG/DTA, modelo Q600 (TA Instruments), utilizando
cadinhos de alumina, com cerca de 8 + 0,1 mg de amostra, em atmosfera de
nitrogénio (50 mL min™). Os experimentos foram realizados entre as temperaturas

de 25 e 900 °C, com raz&o de aquecimento de 10 min-*.
4.11 Atividade antimicrobiana

4.11.1 Preparagéo das amostras
Os EHAs, o EEB, as fases particionadas (Fhex, Fdic, Facet e Fbut) e a
substancia Ti-1 (B-sitosterol 3-O-glicosideo) foram solubilizadas em &gua destilada e

DMSO a 10%, obtendo-se uma concentracdo de 4000 yg.mL™ para o EHAs, o EEB
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e fases particionadas, sendo a concentragdo final de 2000 pg.mL™ para produto

isolado.

4.11.2 Cepas Microbianas

As Linhagens bacterianas e flngicas foram provenientes da American Type
Culture Collection (ATCC): Staphylococcus aureus ATCC 25923, Escherichia coli
ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Candida albicans ATCC
76645, Candida glabata ATCC 10451, Candida krusei ATCC 14243, Candida
tropicalis ATCC 13803. As cepas selecionadas foram estocadas e mantidas em
meios de culturas apropriados, de acordo com as recomendacdes do fornecedor.
Cepas multiresistentes foram utilizadas para a determinacdo da CIM e atividade
moduladora, sendo estas a Escherichia coli 5A, Escherichia coli 5I, Pseudomonas
aeruginosa 2 e Staphylococcus aureus 110, obtidas no Laboratério de
Desenvolvimento de medicamentos (LABDEM) da UEPB, com perfil de resisténcia

definindo pelo mesmo, como identificado na Tabela 3.

Tabela 3. Perfil de resisténcia das bactérias a antimicrobianos

CEPAS PERFIL DE RESISTENCIA

E. coli 5A CIP, CLO, NOR, TET, AMP

E. coli 51 AMP; CFO; NOR; CAZ; ATM; TET; CPM; GEN; CFL; CLI.
P. aeruginosa 2 TOB; AMI; AMP; GEN; NOR; CLI; TET.
S. aureus 109 OXA, PEN, AZT, CFX, NOR, AMP, GEN

Fonte: LABDEM

Aminoglicosideos: AMI — Amicacina (30 pg), GEN — Gentamicina (10 ug), TOB —
Tobramicin (10 pg); Anfenicdis: CLO — Cloranfenicol (30 ug); Betalactamicos: ATM —
Aztreonam (30 ug); Cefalosporinas: CFL- Cefalotina (30 ug), CPM — Cefepime (30
Mg), CFO — Cefoxitina (30 pg), CAZ — Ceftadizima (30 pg); Lincosamidas: CLI —
Clindamicina (2 pg); Macrolideos: AZT- Azitromicina (15 pg); Penicilinas: AMP-
Ampicilina (10 pg), PEN — Penicilina (10 un), OXA — Oxacilina (1 pg); Quinolonas:
CIP —Ciprofloxacino (5 pg), NOR — Norfloxacino (10 ug); Tetraciclinas: TET —
Tetraciclina (30 ug).
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4.11.3 Determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pela técnica de
microdiluicdo proposta pelo CLSI (2012), para bactérias e NCCLS (2002) para
fungos, utilizando placas de 96 cavidades, usando caldo Mueller Hinton para as
bactérias e caldo Sabouraud dextrose para as leveduras. Colbnias dos
microorganismos foram suspensas em solucdo salina (NaCl) 0,9%, sendo a
suspensao ajustada em espectrofotdbmetro a 625 nm para bactérias e 530 nm para
as Candida, que resultaram em uma concentracao 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 concentracdes entre 1000 e 3,9 pg mL™. Solucdo de DMSO a 10%
gue foi empregada para dissolver os produtos naturais, foi utilizada como controle
negativo. 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 incubagédo a 37 * C £ 1 °C durante 2 h. A CIM foi
definida como a concentracdo mais baixa onde ndo houve crescimento microbiano

visivel. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4. 12 Modulacéo da resisténcia antimicrobiana

A avaliacdo dos extratos como moduladores da resisténcia a antibioticos foi
realizada de acordo com Coutinho et al. (2008), utilizando caldo Mueller-Hinton 10%.
A CIM dos antibiéticos foi determinada na presenca e na auséncia do extrato em
concentracdes sub-inibitérias (CIM/8). Os antimicrobianos utilizados (norfoflaxacino,
ciplofloxacino, gentamicina, neomicina, ceftriaxona e cefazolina) foram os
padronizados pelo LABDEM, A concentracdo inicial dos antimicrobianos foi
padronizadas em 1000 pg.mL®. As placas foram incubadas como descrito

anteriormente e cada ensaio foi realizado em triplicata.

4.12.1 Analise estatistica
Os resultados dos ensaios microbiolégicos foram expressos em média
geométrica, aplicada a analise de variancia two-way seguida pelo pés-teste de

Bonferroni utilizando o software GraphPad Prism 5.0.

4.13 Citotoxicidade em hemacias
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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 O+ foi colocado em tubo com EDTA. O plasma foi retirado apos centrifugacéo a
2500 rpm por 5 minutos. Posteriormente, a suspensdo de hemacias foi lavada com
solucdo salina 1% (trés vezes) a 2500 rpm/5 minutos. As hemécias foram
ressuspendidas em solucdo salina a 1% e o volume foi ajustado para 5%. Entéo,
colocou-se 1,0 mL da suspensdo de hemacia a 5% juntamente com 1,0 mL das
solucBes testes (EISELE, K. et al., 2010; BRANDAO, R. et al., 2005; BOZI, S. et al.,
2004).

Para o EEB e fases particionadas foram utilizadas as concentracfes de 2
mg.mL™, em tubos de ensaio, aguardando 1 hora a temperatura ambiente para que
ocorresse 0 processo de hemdlise. Apos o tempo, cada tubo foi centrifugado a 2500
rom 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 negativo, a solucdo salina a 1%. A
analise foi realizada em triplicata e o calculo do potencial hemolisante das

substancias foi realizado por meio da seguinte equag&o:

__ Ae—-Ab
Y

Ph x 100 (8)

Ph= Potencial Hemolisante (em porcentagem)
Ae = Absorbancia do extrato
Ap = Absorbéancia do branco (controle negativo)

A;= Absorbéancia do Triton-X 100 (controle positivo)

4.14 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pela captura do radical livre DPPH. A
técnica foi adaptada de Rufino et al. (2007) e Sousa et al. (2007). O método baseia-
se na transferéncia de elétrons onde, por acdo de um antioxidante, o DPPH (cor
purpura) é reduzido formando difenil-picril-hidrazina, (coloragdo amarela), com
consequente desaparecimento da absor¢céo, podendo a mesma ser monitorada pelo
decréscimo da absorbancia. Preparou-se solugbes do extrato etandlico nas
seguintes concentragées: 500 pg.mL-*, 300 pug.mL-', 200 pg.mL-* e 50 pg.mL-*. Um
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controle negativo foi feito pela adicdo de etanol e DPPH e o controle positivo foi feito
pela adicdo de solucdo de um padrdo de rutina e DPPH.

Adicionou-se a cada concentracao de extrato etanolico uma solucéo de DPPH
300 uMol, exceto nos brancos, onde foi adicionado o solvente. Apés a adicdo do
DPPH, esperou-se 40 minutos e procedeu-se a leitura no espectrofotbmetro a 515
nm. A capacidade de eliminar o radical DPPH (% de atividade antioxidante) foi
calculada utilizando-se a equacéao 9, a partir dos resultados obtidos determinou-se a

porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de radicais livres

ivi - A le(—)—A X100
Atividade antioxidante = —<ontrole(-)” “Tamostra ©)

A controle(—)

Em que:
Acontrole(-) = Absorbancia da solucdo de DPPH sem a amostra

Aamostra = Absorbancia da amostra com o DPPH.

Para a curva padrdo de DPPH, preparou-se uma solucéo etandlica de DPPH
a 300 uMol (120 pg/mL). Em seguida, foram preparadas diluigdes dessa solugao
para obtencéo de diferentes concentracfes: 500 pg/mL, 300 pg/mL, 200 pg/mL, 100
png/mL e 50 pg/mL. Foram feitas as leituras das absorbéncias das solucbes, em
triplicata, utilizando-se etanol como branco. Foi construida a curva padrdo de DPPH,

plotando-se o valor médio das absorbéancias obtidas pela concentracao da solucao.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico-quimica

5.1.1 Distribuicdo granulométrica

O tamanho das particulas contidas na droga vegetal influencia a interacao
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
(SANTOS, 2000; MIGLIATO et al., 2007). De acordo com a farmacopeia o po6
resultante das raizes de T. inamoena foi classificado como semifino. Este parametro
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 impeca a penetracdo de solventes,
portanto, o po obtido precisa ser testado frente a outros processos extrativos, para

obtencédo de maior eficiéncia na extragéo, tais como a extragao por ultrassom.

5.1.2 Densidade

A determinagcdo da densidade foi utilizada para avaliar as caracteristicas de
escoamento e compressibilidade do po6 (tabela 4). Segundo Aulton (2005), a
densidade aparente é caracteristica do p6 e ndo das particulas individuais que o
compdem, ja a determinacdo da densidade compactada é realizada quando o po6

atinge um estado de maior equilibrio.

Tabela 4. Parametros obtidos no ensaio de propriedades de fluxo do p6 das raizes

de T. inamoena

PROPRIEDADES FISICO-QUIMICAS VALORES
Densidade de compactacéo (g.mL™) 0,33
Densidade bruta (g.mL™) 0,23
Compressibilidade (mL) 10,5
indice de Compressibilidade (%) 43,47
Fator de Hausher 1,43

om base na densidade bruta e de compactacédo foi calculado o Fator de Hausner
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gue correspondeu a 1,43. O fator de Hausner (FH) é uma medida indireta da
facilidade de fluxo de pd, sendo que materiais que possuem valores superiores a
1,40 séo classificados como coesivos, enquanto que 0S que apresentam valores
inferiores a 1,25 sdo enquadrados como de facil escoamento como apresentado na
Tabela 5 (LAGOS et al.,, 2012). Desta forma o p6 das raizes de T. inamoena
apresentou propriedades de fluxo pobre, como reafirmado pelo indice de
compressibilidade (43,47%). O p6 de T. Inamoena foi classificado como de dificil
escoamento, sugerindo que ocorrerdo problemas durante a compressao do po, que
€ fundamental no processo de fabricacdo de formas farmacéuticas solidas, a

exemplo dos comprimidos e capsulas (GUPTA et al., 2013).

Tabela 5. Escala para a avaliagdo do fluxo do pé (USP 30, 2007; British
Pharmacopoeia, 2007)

Indice de

Caracteristica do po compressibilidade (%) Fator de Hausner
Excelente <10 1,00-1,11
Bom 11 -15 1,12 -1,18
Fraco 16 - 20 1,19-1,25
Mediano 21 -25 1,26 - 1,34
Deficiente 26 -31 1,35-1,45
Muito deficiente 32-37 1,46 — 1,59
Bastante deficiente >38 >1,60

Lagos et al., 2012

5.1.3 Teor de Cinzas

A determinacédo do teor de cinzas avalia a pureza do material e detecta a
presenca excessiva de substancias aderentes e adulteracdes, 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 incineracao representam a soma de
material inorganico integrante da espécie (cinzas intrinsecas) com as substancias
aderentes de origem terrosa (cinzas extrinsecas) (BRAGA et al., 2007; SIMOES et
al., 2007). Neste estudo o ensaio de cinzas totais revelou percentual de 11,06% de
matéria inorganica, abaixo de 14%, conforme os limites estabelecidos na
Farmacopeia Brasileira (2010), indicando que as mesmas ndo possuem excesso de

terra e/ou areia e o processo de higienizacéo foram eficientes.



55

5.1.4 Perda por dessecacédo

A média do valor obtido da perda por dessecacao da Tacinga inamoena foi de
10,11%, apresentando-se de acordo com a Farmacopeia Brasileira IV ed., na qual
este resultado pode variar de 8 a 14%. Esta determinacdo & importante para o
controle microbioloégico, pois, uma vez que, teores de umidade acima do
especificado possibilitam o desenvolvimento de fungos e bactérias, hidrolise e
atividade enzimatica, com consequente deterioracdo de constituintes quimicos
(COUTO et al., 2009; SHARAPIN, 2000).

5.1.5 pH
O pH do p6 das raizes pulverizadas de T. inamoena, apresentou um valor

médio de 6,28. O valor do pH da agua destilada foi de 6,77.

5.1.6 Rendimento

T. inamoena apresentou um rendimento de 7,14%, perante a producédo de
EEB a partir do po resultante da pulverizacdo das raizes, sendo este considerado
baixo, sendo necessérios estudos tecnologicos para aperfeicoar uma producdo em
maior escala (OLIVEIRA et al., 2016).

5.1.7 Perfil Térmico por Termogravimetria

A curva termogravimétrica (TG) da droga vegetal mostra a ocorréncia de trés
eventos de perda de massa (figura 8). No primeiro, observou-se um evento
endotérmico, com perda de massa de 9,7%, este evento pode ser relacionado a
desidratacdo da droga vegetal e evaporacdo de constituintes volateis (SANTOS et
al., 2011). No segundo evento, houve uma perda equivalente a 47,16% da massa do
material, uma perda significativa, que pode ser atribuida a decomposi¢éo térmica de
carboidratos e demais compostos organicos presentes na droga (WESOLOWSKI et
al., 2003; ARAUJO et al., 2006; COSTA, 2010). No terceiro e Ultimo evento a perda
de massa foi equivalente a 32,34% entre as temperaturas de 359,03 °C e 532,49 °C
(tabela 6 e 7). Esta ultima perda pode ser referente a queima dos restos
carbonizados da matéria organica (COSTA, 2010).

Os eventos descritos pela curva TG também podem ser observados ao

analisar a curva derivada (DTA), o que confirma a ocorréncia dos 3 eventos relativos
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as perdas de massa, sendo estes eventos importantes para a padronizacdo da

droga vegetal obtida das raizes de T. inamoena.

Tabela 6. Dados da curva derivada do extrato hidroalcoodlico liofilizado das raizes de

T. inamoen.
Eventos Onset - Endset (°C) AH (J/9) Pico (°C)
12 Etapa 25,32 - 111,27 - 530,59 63,22
22 Etapa 229,89 - 400.55 2440,72 342,83
32 Etapa 400,16 — 539,46 2884,22 473,06

Tabela 7. Dados da curva termogravimétrica obtida da droga vegetal T. inamoena
com suas respectivas perdas de massa, em cada intervalo de temperatura (°C)

Eventos Onset - Endset (°C) | Perca de massa (%) Massa inicial
12 Etapa 33,59 — 160,58 9,7 7,11 mg
22 Etapa 203,78 - 359,03 47,16 Residuo
32 Etapa 359,03 — 532,49 32,31 10,97 %
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Figura 8. Curva Termogravimétrica da droga vegetal de T. inamoena
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5.1.8 Espectro de Infravermelho da droga vegetal
No espectro IV da droga vegetal de T. inamoena, obtida da coleta do material
vegetal na época de estiagem, foi possivel visualizar diversas bandas referentes a

absorgéo de certos grupos funcionais como demonstra a figura 9.
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Figura 9. Espectro de Infravermelho da droga vegetal oriunda da raiz de T.
inamoena

O espectro apresenta uma banda larga e de média intensidade em 3300 cm™
caracteristica de grupamento hidroxila, duas bandas de pequena intensidade foram
observadas em 2900 cm™ e 2880 cm™, a qual é indicativa de hibridizacdo sp®
correspondente a grupos metilicos e metilénicos, em 1650 cm™ pode se observar
uma banda estreita sugestiva de grupamento carbonila, uma banda intensa e

estreita foi observada em 1000 cm™ caracteristica de grupamento CO (PAVIA et al.,
2012).

5.2 Caracterizacao fitoquimica

O screening fitoquimico mostrou resultados positivos para taninos,
flavonoides e alcaloides na pesquisa de metabdlitos secundarios, a presenca destes
compostos é reforcada pelo espectro de IV da droga vegetal (figura 9), onde os
grupos funcionais presentes corroboram com a estrutura de taninos, flavonoides e
alcaloides. Estes produtos secundarios tém um papel importante na adaptacdo ao

meio ambiente, pois sdo responséveis por diversas atividades biolégicas, como,
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antibioticos, antifingicos e antivirais para proteger as plantas dos patégenos, e
também apresentam atividades antigerminativas ou toxicas para outras plantas (LI et
al., 1993).

Santana et al. (2015) observou a presenca de terpenos, esteroides e
flavonoides no extrato da raiz de Cereus jamacaru DC. No trabalho de Oliveira
(2011) foi descrito a presenca no extrato etandlico das raizes de P. gounellei
(Weber) Byles & Rowley, de polifendis, cumarinas, acgucares redutores, triterpenos e
esteroides, e a auséncia de fenilpropanoglicosideos, proantocianidinas e alcaloides.
As raizes de Opuntia ficus indica, também apresentaram a presenca de compostos
fendlicos e flavonoides e estes segundo Alimi et al. (2010) foram 0s responsaveis
por uma pronunciada atividade gastroprotetora semelhante a da ranitidina.

A quantificagdo dos compostos secundarios revelou a presenca no EEB de 65
mg/g de polifendis e 3,3 mg/g de flavonoides, sem valor quantificavel para taninos. A
maior quantidade de compostos fendlicos frente ao teor de flavonoides demonstra a
presenca nas raizes de T. inamoena de demais compostos com carater fendlico,
como revelou o screening realizado.

Os compostos fendlicos sdo substancias que possuem anel aromatico com
um ou mais substituintes hidroxilicos. Dentre os compostos fendlicos pertencentes
ao metabolismo secundério 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 protecdo, conferindo alta resisténcia a
microrganismos e pragas (PROENCA DA CUNHA et al., 2003).

Existe uma correlacdo positiva bem estabelecida entre intensidade de
radiacdo solar e producédo de compostos fendlicos, tais como flavonoides, taninos e
antocianinas. Isso pode ser explicado, principalmente no caso de flavonoides e
fenilpropanoides correlatos, pela protecdo contra a foto-destruicdo proporcionada
por estes metabdlitos ao absorver e/ou dissipar a energia solar, dificultando assim a
danificacdo dos tecidos mais internos pela radiagdo UV-B (GOBBO NETO et al.,
2008).

A presenca de flavonoides nas raizes € um fato importante, visto que as
plantas liberam uma grande quantidade de compostos organicos no solo, onde a
maioria € responsavel pelo desenvolvimento de microrganismos na rizosfera, 0s

guais sao responsaveis, pela fixacdo biolégica do nitrogénio. Varios flavonoides
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atuam ativando a expressao de genes reguladores da nodulagéo, sendo estes
importantes no periodo de seca, onde estes microrganismos podem conceder certo
grau de torelancia as plantas contra o estresse hidrico ou ainda auxiliando no seu
desenvolvimento por meio de mecanismos de promocao de crescimento (SANTOS;
REIS, 2008; KAVAMURA, 2012)

Foi feita uma correlacéo do teor de flavonoides presente no EEB das raizes
de T. inamoena correspondente ao inverno (setembro/2014), periodo de seca no
sertdo paraibano, onde se encontrou um teor de 3,3 mg/g e no periodo de veréo
(fevereiro/2014), estacao mais chuvosa para a regiao, obteve se 10,6 mg/g. Diante
deste cenario percebeu-se que ha 3,2 vezes mais flavonoides na fase com maior
indice pluviométrico. Pode-se inferir que o quadro de maior disponibilidade hidrica,
assim como temperatura e umidade predisp6s um aumento na producédo de
flavonoides, possivelmente também porque nesse periodo as espécies xerofitas
dispéem de uma maior producdo metabdlica, ocorrendo, por exemplo, nesta fase
sua brotacao, floracdo e frutificacdo. Enquanto que no periodo de seca a planta
tende a apresentar o silenciamento de algumas func¢des para a sobrevivéncia da
espécie. Esta variacdo na sintese de metabdlitos secundéarios, afetada por
condi¢cdes ambientais representa uma interface quimica entre a planta e o ambiente
circundante (QUIRINO, 2006; KUTCHAN, 2001)

Macedo et al. (2013) também verificou uma maior producéo de flavonoides no
periodo correspondente ao verdo no extrato etandlico das folhas de Davilla rugosa
Poir, assim como na resina de Heliotropium stenophyllum no trabalho de Modak et
al. (2011).

5.3 COMPOSTOS ISOLADOS

5.3.1 Identificacdo de Ti-1

O constituinte quimico codificado como Ti-1 apresentou-se como um sélido
branco e amorfo, solivel em piridina.

No espectro de IV (Figura 10), é possivel observar banda de absorcdo em
3400 cm™ caracteristica de estiramento de ligacdo O-H de hidroxila, bandas em
2958-2868 cm™ sugestivas de estiramento simétrico e assimétrico de ligagcdes C-H
de carbonos sp® e em 1462 e 1379 cm™ bandas caracteristicas de deformacao

angular no plano de grupos CH, e CHg, respectivamente, também foram observadas
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duas bandas de média intensidade em 1075 e 1024 cm™, sugestivas de estiramento

da ligacédo C-O de alcool.
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Figura 103. Espectro na regido do IV de B-sitosterol-3-O-glicosideo (KBr)

No espectro de RMN de *H (5, Piridina-ds 500 MHz), (figura 12) Foi possivel
visualizar um sinal em 6y 5,35 (dd, J = 1,6 e 3,5 Hz, 1H), caracteristico de hidrogénio
ligado a carbono sp?. O sinal em &y 5,06 (sl, 1H), aliado aos sinais em &4 4,59 (dl,
J=11,1 Hz, 1H), 4,41 (m,1H), 4,29 (m, 2H), 4,07 (m,1H) sugerem a presenca de uma
unidade osidica na molécula, conforme trabalhos de Fico et al, 2001, Kojima et al,
1990 e Silva et al, 2006. Foram observados ainda a presenca dos sinais em oy 3,98
(m,1H), oy 2,74 (m,1H) e oy 2,47 (m, 1H) e um envelope de sinais entre oy 2,15-
0,66, sugestivos de nucleo esteroidal (figura 13).

No espectro de *3C pela técnica Broad Band (BB), (5, Piridina-ds 125 MHz),
(figura 14) foram visualizados 35 sinais, sendo 3 para carbonos n&do hidrogenados
(®c, 141,2; 37,2;42,8), 14 sinais para carbonos metinicos (6. 78,4; 122,2; 32,5; 50,6;
57,1; 56,5; 36,7; 46,4;,102,8; 75,7; 78,9; 72,0; 78,8; 29,8), 12 sinais referentes a
carbono do tipo metilénicos (é¢ 37,8; 30,0;40,7;32,4; 21,6;39,7;24,8; 28,9;34,5; 26,7,
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23,7;63,1), 6 sinais para carbonos metilicos (6. 12,3; 19,3;1 9,5; 20,3; 19,7; 12,5). Os
sinais em 6c 141,2 e 122,2, sdo sugestivos das posicdes 5 e 6 da estrutura de um (-
sitosterol (tabela 8) (RAGASA; CORNELIO, 2013).

No mapa de cotorno HMQC (*H x **C) foi possivel visualizar as correlacées
diretas de: oy 5,35/6c 122,2; o4 3,98/6c 78,4; Oy 5.06/6c 102.8 e oy 2,74/6¢c 39,6
sugestivos dos hidrogénios ligados a carbono nas posicoes 6, 3, 1’e 4 (figura 15). No
mapa de cotorno no HMBC (*H e *3C), foram visualizadas as correlacées: o 5,35/0¢
39,6; oy 3,98/6c 102,8; oy 5,06/06c 78,4 e oy 2,74/6c 78,4; 102,8; 122,2; 141,2 para
os carbonos 1’, 3, 5 e 6, respectivamente e a presenca da glicose ligada ao C-3
(figura 16).

Essas correlacdes em conjunto com os dados da literatura (SOARES, 2015)

confirmam a molécula de B-sitosterol-3-O-glicosideo (figura 11).

Figura 4. B-sitosterol-3-O-glicosideo



Tabela 8. Atribuicdes dos sinais de ** C para molécula Ti-1

Carbono _ B—sitosterpI-S-O Referencia
glicosideo (Ti-1) (ppm) ~ (SOARES, 2015)
1 CH2 37,8 37’5
2 CH; 30,5 26,4
3 CH 78,4 75,3
4 CH; 40,7 40,0
> C 141,2 1409
6 CH 122,2 121.9
7 CH> 32,4 321
8 CH 32,5 32,2
9 CH 50,6 50,4
10 C 37,2 36,9
11 CH; 21.6 21,3
12 CH; 39,7 39,3
13 C 42,8 425
14 CH 57,1 56,8
15 CH; 248 24,5
16 CH, 28,9 28.6
17 CH 56,5 56,3
18 ...CH3 12,3 12,0
19 CHs 19,3 10.0
20 CH 36,7 36,4
21 CHs 19,5 10.2
22 CH; 34,5 34.2
23 CH; 26,7 26.4
24 CH 46,4 46,1
25 CH 29,8 295
26 CH3 20’3 20’0
27 CHs 19,7 19,4
28 CH; 23,7 23.4
29 CHs 12,5 12,2
1" CH 102,8 102,6
2> CH 75,7 75,4
3 CH 78,4 78,7
4 CH 72,0 71,7
> CcH 78,8 78.5
6° CH, 63,1 62,8
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5.3.2 Identificacéo de Ti 2

O composto codificado como Ti-2 apresentou-se como um sélido amarelo,
amorfo, soluvel em acetona.

No espectro na regido do IV (figura 17) é possivel observar banda de
absorcdo em 3406 cm™ caracteristica de estiramento da ligacdo N-H, de amida
monosubstituida, bandas em 2929 cm™ caracteristicas de estiramento C-H. Em 1653
cm™ ha uma banda caracteristica de grupamento carbonila. O espectro também
mostrou bandas em 1591 cm™ e 1513 cm™, caracteristicas de estiramento C=C.

Também foi observada vibragdes de estiramento caracteristicas de ligacdo C-O em
1273 cm™.

4200 3900 3600 3300 3000 2700 2400 2100 1300 1500 1200 500 600

NGmero de onda (cm™)

Figura 97. Espectro na regiao do IV de Ti2 (KBr)

No espectro de RMN de *H (8, Acetona-ds, 500 MHz), (figura 19), foi possivel
visualizar dois sinais, o primeiro em 6y 6,49 (d, J=15,6 Hz, 1H) e 0 segundo em &y
7,44 (d, J=15,6 Hz, 1H) sugestivos de hidrogénios vinilicos, com estereoquimica
trans (PAVIA et. al., 2012). Foram visualizados sinais em 6y 7,02 (dd, J=2,1 e 8,3
Hz,1H), 646,76 (d, J=8,3 Hz, 1H) e 6y 7,15 (d, J=1,9 Hz, 1H) caracteristicos de anel
aromatico trissubstituido. Foram observados também sinais em 2,72 (t, J=7,3 Hz,
2H), e 6H 3,48 (m, 2H) (figura 20). Os sinais em &y 6,73 (d,J=2,2 Hz, 1H), 6,66
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(dd,J=2,1 e 8,1 Hz, 1 H) e 6,83 (d,J=8,1 Hz,1H) sugestivos de um segundo anel
aromatico trisubstituido (figura 20 e 23).

No espectro de *C (5, Acetona-des, 125 MHz), pela técnica Broad Band (figura
24), foram visualizados 21 sinais, sendo 7 deles para carbonos n&o hidrogenados
(6c 128,3; 166,4; 133,5; 148,6; 149,1; 147,4 e 147,4) (figura 23). 8 sinais para
carbonos metinicos (6c 111,2; 112,5; 115,2; 116,0; 120,0; 120,4; 140,3; 122,5), 2
sinais para carbonos metilénicos (6c 35,7 e 41,7) e 4 sinais para carbonos metilicos
(6c 56,2; 56,2; 56,3; 56,3) (figura 25 e 26),

No espectro do mapa de contorno HMQC (*H x *3C) (figura 27), foi possivel
visualizar as correlagbes entre oy 7,43/6¢c 140,3 e dy 6,49/6¢ 120,0 e de oy 7,02/ 6¢C
122,4, 64 6,76/6c 114,6 e 64 7,15/ é¢c 111,1 sugestivos para as posicoes 7,8,6,5 e 2,
respectivamente. Foram observados acoplamentos entre oy 3,48/ éc 41,52; oy 2,72/
oc 35,7; oy 6,73/ 6¢c 116,4; o4 6,66/ 6c 120, e dy 6,83/ dc 116,0 correlacionados as
posicdes 8',7',3’,6' e 5’ respectivamente (figura 28).

No mapa de cotorno a longa distancia (*H e **C), técnica HMBC (figura 29),
foram visualizadas as correlacdes oy 7,43/6c 122,5; 111,3 e 166,5 e 6y 6,48/6¢c
128,3; 166,5, confirmando 6y 7,43 e 6,49 para as posicdes 7 e 8, além da presenca
da carbonila no carbono 9, corroborada pelo acoplamento de 0y 3,48/ 6c 166,3. As
correlacdes de oy 7,02/6c 140,3 e 149,1; 6H 6,76/ 6¢128,3 e 147,6; 6y 7,15/ o¢c
122,4; 140,3 e 149,7 confirmam o6y 7,02, 6,76 e 7,15 para as posi¢cdes 6,5 e 2,
respectivamente na posicao 5 (149,0) e 4 (147,6), vistas nas correlacdes de HMQC
entre oy 3,86/ 6c 56,2 e oy 3,89/ &c 56,2 e no HMBC de 64 3,86/ dc 149,1 e oy 3,89/
0c147,6 (figura 30).

As correlacdes de 6y 3,48/6¢c 133,5 e de 6y 2,72/ 6c 116, 4;120,5 e 133,5
vistos no HMBC, confirmam &y 3,48 e 2,72 para as posicoes 8 e 7’ e reforcam ¢
133,5,116,4 e 120,5 para os carbonos 1',2° e 6’, respectivamente, sendo estas
posicoes reforcadas pelas correlacdes oy 6,73/ 6¢ 133,5 e 120,4 e oy 6,66/ 6c 116,4;
35;7. Os sinais em 6y 6,66 e 6,73 mostram correlacdo a longa distancia com éc
146,9, o sinal em &y 6,83 com &c 133,5 e 147,4, que pelos acoplamentos no HMQC
entre oy 3,79/ 6¢ 56,2 e no HMBC entre oy 3,79/6c 146,9, confirmam &y 6,83 para o
H-4" e a metoxila em &y 3,79 para o C-4’, a metoxila em 64 3,80 parao C — 3.

A interpretacdo dos espectros de IV e de RMN de *H e *3C, por técnicas uni e
bidimensionais, aliados aos dados da literatura (tabela 9) (ADESINA e REISCH
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1988; BACKES et al., 2015) permitiram identificar Ti-2 como sendo N-trans-feruloyl
4-O-metildopamina (figura 18).

Este composto ja foi encontrado na espécie Chenopodium album
(Amaranthaceae), mas isolada pela primeira vez no género Tacinga e na espécie T.

inamoena.

OCH;

Figura 108. N-trans-feruloyl 4-O-metildopamina
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Tabela 9. Dados comparativos com a literatura dos espectros de RMN de *H e 3C

do composto Ti-2

N-trans-feruloyl 4-O-metildopamina Cutillo et al. 2003 Horllgge; al.
oc On oc On
1 128,3 - 1 127.3 -
B 7.16(d,J=1.9
2 111,1 7,15 (d, J=1,9 Hz) 2 109.7 Hz, 1H)
3 147,6 - 3 146.8 -
4 149,1 - 4 145.4 -
B 6.83(d,J=8.2
5 114.,6 6,76 (d, J=8,2 Hz) 5 114.8 Hz, 1H)
7,02 (dd, J=21e 84 7.04(dd, J =1.9
6 | 1224 He. 1H) 6 1221 1 e 8.2Hz, 1H)
~ 7.44 (d, J=15.6
7 140,3 | 7,43 (d, J=15,6 Hz,1H) 7 141.1 Hz 1H)
B 6.50 (d,
8 120,0 | 6,49 (d,J=15,6 Hz, 1H) 8 118.2 J=15.6Hz, 1H)
9 166, 4 _ 166.4 -
1’ 133’5 - 1, 1321 B
| B , 6.74 (d, J=2.1
2 116,4 6,71(d, J=2,1 Hz,1H) 2 115.0 Hz, 1H)
3 148,6 - 3 145.4 -
Y 146.9 _ 4 145.7 -
, B , 6.85(d, J=8.1
5 116,0 6,83 (d, J=8,1 Hz) 5 110.9 Hz,1H)
, 6,66 (dd, J=2,1e 8,1 , 6.66 (dd, J= 2.1,
6 120,0 He, 10D 6 120.2 8.1 Hz, 1H)
| i , 273 (t,J=7.3
7 35,7 2,72 (t, J=7,3 Hz, 2H) 7 34.9 Hz. 2H)
8’ 41,7 3,49 (m, 2H) 8 408 >0 (;;;'3 "
56,2/56
,2/56, PO 55.9; 3.81 (s, 3H);
OCH3 2/566,33/5 3,79;3,80;3,83;3,87 (s) | OCH3 | o'y 3.88 (s, H)
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5.3.3 Identificacao de Ti-3

O composto codificado como Ti-3 apresentou-se como um sélido amarelo,
amorfo, soluvel em acetona.

No espectro de RMN de 'H (5, Acetona-ds, 500 MHz) (figura 32), foi possivel
visualizar os sinais oy 5,82 (d, J=12,9 Hz,1H) e 646,53 (d, J=12,9 Hz,1H) (figura 31),
sugestivos de hidrogénios vinilicos, com estereoquimica cis (PAVIA et al., 2012).
Foram observados os sinais em 6y 7,87 (m, 1H), é4 6,82, (d, J=7,9 Hz,1H) e &4 7,09
(dd, J= 2,0 e 8,0 Hz, 1H), caracteristicos de anel aromatico com 3 substituicdes,
foram observadas também sinais em 6y 6,63 (dd, J=2,1 e 8,1 Hz, 1H), 64 6,71 (d, J=
2,1 Hz, 1H) e 6,82 (d, J=7,9 Hz, 1H) (figura 33), sugestivos de um segundo anel
aromatico trisubstituido (figura 33-35).

No espectro de *3C (5, Acetona-ds, 125 MHz), pela técnica BB (figura 36),
foram visualizados 21 sinais, sendo 7 deles para carbonos nédo hidrogenados (&
128,3;133,4;148,5;149,0;146,8;147,3;166,3), 8 sinais para carbonos metinicos (&
116,33;116,0;120,4;138,0;122,1;114,5;116,4;125,4), 2 sinais para carbonos
metilénicos (6 35,9;41,5) e 4 sinais para carbonos metilicos (& 56,1; 56,2; 56,3,
56;3).

O espectro do mapa de contorno HMQC (*H e **C), observou-se as
correlagdes entre 6y 6,53/ 6¢c 137,9, 64 5,82/6¢ 121,89, 64 6,71/6c 116,3 e oy 7,87/ O¢
114,5 (figura 37), sugestivos para as posi¢oes 7, 8, 2’ e 2.

No mapa de contorno a longa distancia (*H e **C), técnica HMBC (figura 38),
foram visualizadas as correlagcbes oy 7,87/6c 125,6; 137,9; 148,3 e Oy 6,71/0¢
120,5;146,8 confirmando 7,87 e 6,71 para as posi¢coes 2 e 2’ respectivamente. As
correlacdes em oy 6,82/6¢ 147,4;133,4;128,3, indicam &y 6,82 para as posicbes 5 e
5 respectivamente, a correlacdo de o6y 6,63 com oc 116,4;146,9 e oy 7,09/
0c148,5;114,5 confirmam a posi¢cado oy 6,63 e oy 7,09 para as posicdes 6 e 6'. As
correlagdes de oy 6,53/0¢c 114,5; 120,5 e 6y 5,82/128,3;166,35 indicam que 646,53 e
5,82 para as posicdes 7 e 8 respectivamente.

A interpretacdo dos espectros de IV e RMN de *H e **C, por técnicas uni e
bidimensionais permitiram identificar Ti-3 como sendo N-cis-feruloyl 4-O-
metildopamina (figura 31) (tabela 10), isolada pela primeira vez no género Tacinga e
na espécie Tacinga inamoena. Sendo assim na fracdo da coluna 7, foram

identificados a configuracéo cis e trans da N- feruloyl 4-O-metildopamina.
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6 7
OCH3
8
9
OH T
OCH3 H
Figura 31. N-cis-feruloyl 4-O-metildopamina
Tabela 10. Atribuicdes de sinais para a N-cis-feruloyl 4-O-metildopamina
N-cis-feruloyl 4-O-metildopamina
oc 6H
1 128,3 -
2 1145 7,87 (m,1H)
3 149,0 -
4 147,35 -
5 116,4 6,82 (d, J=7,9 Hz, 1H)
6 125,4 7,09 (dd, J=2 e 8,5 Hz)
7 138,0 6,53 (d, J=12,9 Hz,1H)
8 122,1 5,82 (d,J=12,9 Hz, 1H)
9 166, 3 -
1 133,4 -
2 116,3 6,71 (d, J=2,1 Hz, 1H)
3 146,8 -
4 147,3 -
5 116,0 6,83 (d, J=7,9 Hz,1H)
6’ 120,4 6,63 (dd, J=2,1 e 8,1 Hz, 1H)
7 35,9 2,72 (t, J-7,3 Hz, 2H)
8’ 41,5 3,49 (m, 2H)
OCH3 56,1/56,2/56,3/56,3 3,79; 3,80; 3,83; 3,87 (s)
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5.3.4 Identificacédo de Ti-4
O composto codificado como Ti-4 apresentou-se como um sélido amarelo,

soluvel em acetona.

No espectro de RMN de 'H (5 acetona-ds, 500 MHz) (figura 40), visualizou-se
um multipleto em &y 2,74 (m,2H) e &y 3,48 (m,2H) (figura 41), um sinal em &y 3,86
(s,3H), caracteristico de grupo metila. Foram observados dois sinais, o primeiro em
oy 6,51 (d,J=15,6 Hz, 1H) e o segundo oy 7,46 (d,J=15,6 Hz, 1H) (figura 38),
caracteristicos de hidrogénios vinilicos na configuracdo trans (PAVIA et al., 2012).
Os sinais em 6y 7,14 (d, J=1,8 Hz, 1H), 64 6,83 (d,J=8,1 Hz, 1H) e &y 7,03 (dd,J=1,9
e 8,1 Hz, 1H), caracteristicos de anel trisubstituido. Os sinais em &4 7,05 (d,J=8,3
Hz, 1H), e 6y 6,76 (d, J=8,4 Hz, 1H) (figura 42), sugestivos de anel aromético
disubstituido.

No espectro de *C (5 acetona-d6, 125 MHz), pela técnica APT (figura 43),
foram visualizados 18 sinais, sendo 7 deles de carbonos ndo hidrogenados (&
128,2;116,0;131,0;148,5;149,1;156,6;166,5), 9 sinais para carbono metinicos (&
111,2; 116,0 (C3-C5);116,1;119,9;122,5;130,5 (C2-C5);140,4), 2 sinais para
carbonos metilénicos (6 2,74;3,48) e 1 sinais para carbonos metilicos (6 56,2).

No mapa de contorno HMQC (*H x *3C) (figura 44) foi possivel visualizar as
correlagdes entre oy 3,86/ dc 56,2, sugestivo de posicao referente a grupo metila, a
correlagdo em oy 7,14/ 6c 111,2 e oy 7,03/ 6¢c 122,5 sé&o sugestivos das posicdes 2 e
6, os sinais &y 7,46/ 6¢c 140,2, &4 6,51/ 6¢c 119,9, sdo sugestivos das posicdes 7 e 8.
Os acoplamentos observados em 6y 6,76/ ¢ 116,0 e &y 7,05/ 6¢c 130,5 correlaciona
se as posicoes 2° e 3. As correlagdes observadas oy 2,74/ 6c 35,5 e Oy 3,48/ O¢c
41,7, referem-se, respectivamente as posicoes 7’ e 8 (figura 45).

No espectro do mapa de contorno a longa distancia HMBC (*H x *C) (figura
46), foram observadas as correlacbes oy 3,86/ 6. 148,5, confirmando &y 3,86 para o
grupamento metila na posicdo 3, a correlagdo oy 3,48/ o, 35,5;131,0 e 166,5
confirma oy 3,48 para a posicao 8, As correlagcdes entre oy 2,75/ &, 41,9;130,5, oy
6,50/ 6. 128,2; 140,5; 166,5, oy 6,83/ 6. 128,2;148,5, oy 6,75/ 6. 130,5;116,07;156,6
confirmando os hidrogénios 6y 2,75, dy 6,53,04 6,83¢e &4 6,75, para as posicdes 7°,8,
5 e 3 respectivamente. As correlagbes oy 7,46/ o6, 111,2; 122,5, oy 7,14/ &
122,5;140,4;149,1 confirmando &y 7,46 e &y 7,14 para as posi¢coes 7 e 2 (figura 47).

A interpretacdo dos espectros RMN de 'H e 13C, por técnicas uni e

bidimensionais (tabela 11) em comparacdo com os dados da literatura (CUTILLO et
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al., 2003; FORINO et al., 2016) permitiram identificar Ti-4 como sendo N-trans-
feruloyl tiramina (figura 39), esta ja foi isolada na familia Cactaceae no Pilosocereus
gounellei (MACIEL et al., 2016), mas foi isolado pela primeira vez no género Tacinga

e na espécie Tacinga inamoena.

OCH,

Figura 39. N-trans-feruloyl tiramina
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Tabela 11. Dados comparativos com a literatura dos espectros de RMN de *H e **C

do composto Ti-4

N-trans-feruloyl tiramina

Cutillo et al. 2003

oc On oc Ou
1 128,2 - 1| 127.0 -
_ 7.08 (d, J=8.2

2 1112 | 7,14(d, J=1,8 Hz, 1H) 2 | 1103 M1 H)
3 1485 . 3 | 1479 i
4 149,1 . 4 | 1485 i
5 | 1161 | 683(d, J=81Hz 1H) | 5 | 1153 |&83(@ f;l-5 Hz.1

7,03 (dd, J=1,9e 8,1 7.01 (dd, J=8.2,
° - Hz, 1H) 6 |10 1.5 Hz,1 H)
7 | 1404 | 7.46(d,3=156HzaH) | 7 | 1409 |70 1JH:)15-7 Hz,
8 1199 | 651(d,J=156Hz 1H) | 8 | 117.6 |8 (d’i];)15-7 Hz,
9 | 166,5 . 9 | 1679 i
1 131,0 . T | 130.0 i
3 116’0 6’76 (d,J:8,4 HZ,lH) ) 115.1 6.77 (d,lv.l]_|:)84 Hz,
4 156,6 i 4 | 1555 i
5 116,0 | 6,76 (d,J=8,4 Hz,1H) 5 | 1151
6 130,0 | 7,05 (d, J=8,3 Hz,1H) 6 | 1295
7 35,7 2,74 (m’ 2H) 7’ 34.5 2.78 ('[,ZJI_IZ)7.5 Hz,
8’ 41,8 3,48 (m’ 2H) 8’ 41.3 3.51 (t, J=7.5 Hz,

2H)
OCH3 | 56,2 3,86 (s,3H) OCH3 | 55.1 3.82 (s, 3H)
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5.3.4 Identificagcdo de Ti-5

O composto codificado como Ti-5 apresentou-se como um sélido amarelo,
soluvel em acetona.

No espectro de RMN de *H (5 acetona-ds, 500 MHz) (figura 49), visualizou-se
um multipleto em &y 2,74 (m,2H) e &y 3,48 (m,2H) (figura 39), um sinal em &y 3,86
(s,3H) (figura 50), caracteristico de grupo metila. Foram observados dois sinais, 0
primeiro em 6y 6,54 (d, J=12,9 Hz, 1H) e o segundo em &y 5,83 (d, J=12,9 Hz, 1H),
caracteristicos de hidrogénios vinilicos na configuragcdo trans (PAVIA et al., 2012).
Os sinais em oy 7,83 (d, J=2,0 Hz, 1H), 6y 6,78 (d, J=8,1 Hz, 1H) e &4 7,09 (dd,
J=1,7 e 8,1 Hz, 1H), caracteristicos de anel trisubstituido. Os sinais em 6y 7,05 (d,
J=8,4 Hz, 1H), e 4 6,75 (d, J=8,4 Hz, 1H) (figura 51), sugestivos de anel aromatico
disubstituido.

No espectro de **C (5 acetona-d6, 125 MHz), pela técnica APT (figura 52),
foram visualizados 18 sinais, sendo 6 deles de carbonos ndo hidrogenados (&
128,2;147,7;148,2;169,8;131,0 e 156,6), 9 sinais para carbono metinicos (&
114,5;115,2;125,3;122,0;130,5 (C2-C6);116,0 (C3-C5); 137,9), 2 sinais para
carbonos metilénicos (6 2,74;3,48) e 1 sinais para carbonos metilicos (6 56,2).

No espectro do mapa de contorno a longa distancia HMBC (*H x **C) (figura
53), foram observadas as correla¢des oy 5,83/6. 167,5;128,5 e 138,0 e oy 6,54/ &
114,2;125,4 e 122,0, confirmam 6y 5,83 e 6,54 para a posicéo 8 e 7, a correlacao oy
6,78/ 6. 128,2;147,7 confirma &y 6,78 para a posicao 5, As correlagdes entre &y 7,09/
Oc 114,5; 138,0; 148,2 e oy 7,83 / &; 125,4;138,0 e 148,2 confirmam os hidrogénios
Oy 7,09 e oy 7,84, para as posicoes 6 e 2 respectivamente (figura 54 - 55).

A interpretacdo dos espectros RMN de 'H e *3C, por técnicas uni e
bidimensionais (tabela 12) em comparacdo com os dados da literatura (FORINO et
al., 2016; YAHAGI et al., 2010) permitiram identificar Ti-5 como sendo N-cis-feruloyl
tiramina (figura 48), isolada pela primeira vez no género Tacinga e na espécie

Tacinga inamoena.
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Figura 48. N-cis-feruloyl tiramina
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Tabela 12. Dados comparativos com a literatura dos espectros de RMN de 'H e *3C
do composto Ti-5

N-trans-feruloyl tiramina

Forino et al. 2016

oc 6H oc 5H
1 128,2 - 1 128,1 -
2 114,5 7,83 (d, J=2,0 Hz, 1H) 2 113,0 7.35
3 147,7 - 3 148,7 -
4 148,2 - 4 148.5 -
5 115,2 6,78 (d, J=8,1 Hz, 1H) 5 120.2 -
7,09 (dd, J=1,7 e 8,1
6 125,3 He, 1H) 6 124,5 6,74
7 137,9 | 6,54 (d, J=12,9 Hz,1H) 7 138.5 | 6,59 (d, J=12.7 Hz)
8 122,0 | 5,83 (d,J=12,9 Hz, 1H) 8 113.7 | 5.79 (d, J=12.7 Hz)
9 169, 8 - 9 170.4 -
1 131,0 - 1 131,4 -
2 130,5 7,05 (d,J=8,3 Hz,1H) 2 130.8 7.00
3’ 116,0 6,75 (d,J=8,4 Hz,1H) 3 116,3 6.68
4 156,6 - 4 156.8 -
5 116,0 6,75 (d,J=8,4 Hz,1H) 5 116.3 6,68
6 130,0 7,05 (d,J=8,3 Hz,1H) 6 130.8 7,00
7 35,7 2,74 (m, 2H) 7 355 2.69
8 41,9 3,48 (m, 2H) 8 42.2 3.36
OCH3 | 56,2 3,86 (s,3H) OCH3 | 53.7 3.85
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5.4 Atividade antimicrobiana

A CIM é definida como a menor concentracdo dos produtos capaz de inibir o
crescimento dos microrganismos. Segundo Freire et al. (2015) sao considerados os
mais fortes inibidores os extratos com CIM até < 100 ug/mL, fortes inibidores de 101
png/mL a 500 pg/mL, inibidores moderados aqueles entre 501 pg/mL e 1000 pg/mL e
inibidores fracos os que apresentam CIM acima entre 1001 pg/mL a 2000 pg/mL.

Os valores de CIM obtidos nos ensaios microbiolégicos frente a cepas
bacterianas estdo descritos na tabela 13. A Facet demonstrou forte atividade frente a
cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923 (125 pg/mL). Frente as cepas
multiresistentes a Facet demonstrou ser promissora, apresentando forte atividade
contra E. coli. 5A (500 pg/mL), e moderada atividade frente a cepa multiresistente de
S. aureus 109 (1000 pg/mL). A Fdic demonstrou forte atividade frente as cepas de E.
coli. 5A (500 pg/mL) e E. coli.51 (500 pg/mL). A Fbut apresentou forte atividade frente
a Escherichia coli 5A (500 pg/mL).

A Facet, Fbut e Fdic demonstraram maior atividade antimicrobiana frente aos
microrganismos testados. Estudos posteriores poderéo ser direcionados para isolar
0S compostos antimicrobianos ativos da T. inamoena a partir destas fragdes.

N&o houve atividade dos EHAs frentes as bactérias testadas, assim como
nenhum produto obtido a partir de T. inamoena (EEB, EHAs, Fhex, Facet, Fdic e
Fbut) apresentaram atividade frente as candidas ATCC testadas (Candida glabata,
Candida krusei, Candida tropicalis e Candida albicans) (tabela 14), as substancias
isoladas nao foram testadas frente as Candidas devido a pouca quantidade obtida
destes compostos.

T. inamoena demonstrou importante atividade antimicrobiana, pode-se
correlacionar esta atividade ao uso popular da espécie, visto que esta € usada para
afeccdes na uretra (CASTRO; CAVALCANTE, 2011) e infecgdes sdo comumentes
associadas a problemas na uretra. Sendo a E. coli a bactéria que frequentemente
ocasiona infeccbes urinarias (RORIZ-FILHO et al.,, 2010), a T. inamoena por
demonstrar acdo contra cepas de E. coli multirestentes, pode ser fonte de
compostos com importante atividade frente a este agente infeccioso.

Daferera (2003) aponta que uso de extratos vegetais proporciona dificuldades
para adaptabilidade microbiana e, consequentemente menor probabilidade de

geracdo de linhagens resistentes, devido ao grande numero de compostos
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presentes no extrato vegetal, sendo assim dificultando mecanismo de resisténcia
frente a todas substancias.

Os compostos secundarios presente nas fases particionadas, possivelmente
sdo o0s principais responsaveis pela acdo antibacteriana. T. inamoena na
guantificacdo de seus metabdlitos secundario demonstrou a presenca de compostos
fendlicos e flavonoides, e esteroide no isolamento de compostos da espécie, sendo
estes reconhecidamente agentes antimicrobianos. Taleb-Contini et al. (2003)
testaram esteroides e flavonoides e estes demonstraram atividade antimicrobiana,
principalmente frente a bactérias Gram positivas. Davet (2009) prop6s que, por as
cactaceas serem ricas em esteroides, estas substancias podem estar relacionadas
em parte com a atividade antimicrobiana desta familia.

Compostos fendlicos podem agir nos microrganismos através de inibicdo
enzimatica por compostos oxidados, possivelmente através de interacbes nao
especificas com as proteinas (MASON; WASSERMAN, 1987; FABRI; COSTA,
2012), enquanto, os flavonoides podem se complexar com proteinas extracelulares
capazes de alterar a parede celular ou destruir a membrana plasméatica (CUSHNIE;
LAMB, 2005; TSUCHIYA et al., 1996).

A CIM do extrato etandlico de raizes de P. gounellei segundo Oliveira (2011),
demonstrou atividade contra S. aureus padrédo (128 pg/mg), Micrococcus luteus (64
Hg/mg), Mycobacterium smegmatis (32 pg/mg), Enterococcus faecalis (>128 pg/mg).
Davet et al. (2009) verificou que o extrato bruto do lenho de Cereus jamacaru,
apresentou fraca atividade frente a S. aureus (88,95 mg/mL), P. aeruginosa (44,47
mg/ml) e E. coli (88,95 mg/ml) e K. pneumonie (88,95 mg/ml).

No trabalho de Souza et al. (2014), o extrato bruto do cladédio de Opuntia
ficus indica (L.) Mill ndo apresentou atividade frente as cepas testadas de S. aureus,
E. coli, P. aeruginosa e Candida albicans, fato que se repetiu na pesquisa de Turra
(2007) com as folhas de Pereskia aculeata Mill. O extrato dos cladddios de Nopalea
cochenillifera (L.) Salm-Dyck mostrou acao fraca contra S. aureus (2 500 pug/mL), K.
pneumoniae (5 000 pug/mL), E. coli (10 000 pug/mL), C. glabrata (2 500 pg/mL) e C.
albicans (625 pg/mL) (NECCHI et al., 2012).



Tabela 13. CIM do EEB, EHAs, fases particionadas e -sitosterol-3-O-glicosideo frente as cepas testadas
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MICRORGANISMOS

CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (ug-mL™)

EEB

EHA
9:1
(V:V)

EHA
7:3
(V:V)

EHA
11
(V:V)

PRODUTOS TESTADOS

EHA
3.7
(V:V)

EHA
1:3
(V:V)

Fhex

Fdic

Facet

Fbut

B sitosterol
3- O-
glicosideo

Staphylococcus
aureus ATCC 25923

Escherichia coli
ATCC 25922

Pseudomonas
aeruginosa ATCC
27853

Staphylococcus
aureus 109

Escherichia coli 5l
Escherichia coli 5A

Pseudomonas
aeruginosa 2

500
500

125

1000

500

500

Legenda: Extrato Etanolico Bruto (EEB), Extrato Hidroalcodlico (EHA), Fase Hexanica (Fhex), Fase Diclorometano (Fdic), Fase

Acetato de Etila (Facet), Fase Butandlica (Fbut),( - ) ndo houve inibicdo do crescimento



Tabela 14. CIM do EEB, EHAs, fases particionadas frente as cepas testadas de Candidas

CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (ug-mL™)

PRODUTOS TESTADOS
MICRORGANISMOS EHA EHA EHA  EHA  EHA
EEB 9:1 7:3 1:1 3:7 1:3 Fhex Fdic Facet Fbut
(V:V) (V:V) (V:V) (V:V) (V:V)
Candida glabata ) ) ) ) N ) . - -
ATCC 10451
Candida krusei i ) 3 i i i - - -
ATCC 14243
Candida tropicalis i ) ) . i - } - -
ATCC 13803

Candida albicans
ATCC 76645

Legenda: Extrato Etandlico Bruto (EEB), Extrato Hidroalcodlico (EHA), Fase Hexanica (Fhex), Fase Diclorometano (Fdic),

Fase Acetato de Etila (Facet), Fase Butandlica (Fbut), ( - ) ndo houve inibicdo do crescimento
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5.5 Atividade moduladora

O EEB e as particbes de Tacinga inamoena demonstraram importante
atividade moduladora, apresentando interferéncia significativa na atividade dos
antimicrobianos das seguintes classes testadas; quinolonas (norfoflaxacino e
ciplofloxacino), aminoglicosideos (gentamicina e neomicina) e cefalosporinas
(ceftriaxona e cefazolina) com reducédo das CIMs e reforco da atividade
antimicrobiana.

Nos casos que nao houve inibicdo do crescimento bacteriano por nenhum dos
produtos nas concentracfes testadas, a concentracdo inibitoria (CIM/8) das
substéancias testes foram 125 pyg/mL.

A combinacg&o de antimicrobiano, EEB e particbes apresentou uma maior taxa
de inibic&o frente a E. coli 5A (figura 56). Nos aminoglicosideos testados, somente a
neomicina sofreu uma reducédo significativa da CIM (7,19 ug/mL), perante o EEB e
fases particionadas (0,48 ug/mL). Frente as Cefalosporinas, a cefazolina (31,25
Mg/mL), teve a acdo antimicrobiana potencializada quando associada a Fhex (19,68
pg/mL), Fdic (7,81 pug/mL) e Fbut (0,48 ug/mL). Enquanto que nas quinolonas
somente o norfloxacino (9,83 ug/mL) demonstrou modulacdo quando associado ao
EEB (0,48 ug/mL), Fhex (0,48 pg/mL), Fdic (0,6 pg/mL) e Fbut (3,09 pg/mL).

Os testes realizados com a Pseudomonas aeruginosa 2 (figura 57),
demonstrou que frente aos aminoglicosideos, a gentamicina (62,5 pg/mL), teve agéo
pronunciada principalmente frente a Fhex (14,62 ug/mL), apresentando reforco da
atividade também com a Fdic (19,69 pg/mL) e Facet (31,94 ug/mL). A Fhex foi a
Unica a demonstrar diminuicdo da CIM frente a neomicina. Observando-se assim
gue a fragdo hexanica apresentou efeito significativo frente os aminoglicosideos.

Nas cefalosporinas, o EEB (31,25 pg/mL), Fdic (19,69 pg/mL) e Fbut (31,25
Mg/mL) potencializaram a acdo da Ceftriaxona. Nas quinolonas, somente a Fhex
(314,98 pg/mL) apresentou modulacdo da atividade frente ao ciprofloxacino (1000
pg/mL) (figura 57).
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Figura 56. Atividade moduladora do extrato etandlico de T. inamoena e fases particionadas

frente a cepa de E coli 5A multiresistente. ni — ndo inibiu o crescimento bacteriano a 1000 g

mL™*; ** _ diferenca estatisticamente significativa (P < 0,001); ns — diferenca estatistica néo
significativa (P > 0,05). NOR — Norfloxacino; CIP — Ciprofloxacino; NEO — Neomicina; GEN —

Gentamicina; CFZ — Cefazolina; CFT - Ceftriaxona
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estatistica nao significativa (P > 0,05). NOR — Norfloxacino; CIP — Ciprofloxacino; NEO —

Neomicina; GEN — Gentamicina; CFZ — Cefazolina; CFT - Ceftriaxona
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Frente as cepas de S. Aureus 109 (figura 58) observou se que a associacao
com os aminoglicosideos ndo apresentou reducdo da CIM, porém observou-se uma
relacdo de antagonismo com a gentamicina (157,49 ug/mL), com a Fdic (198,42
pg/mL), Facet (250 ug/mL) e Fbut (198,42 pg/mL), apresentando uma diminui¢cdo da
atividade antimicrobiana.

Com as cefalosporinas ocorreu a redugao mais significativa da CIM perante S.
Aureus 109, a ceftriaxona (1000 ug/mL) teve potencializagdo da sua atividade
antimicrobiana com redugao da CIM para 500 ug/mL, frente ao EEB, Fdic e Facet.

Nas quinolonas, o norfloxacino (99,21 ug/mL) apresentou relacdo de reforco

do efeito antimicrobiano frente ao EEB (78,74 pg/mL).

¥
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Figura 58. Atividade moduladora do extrato etandlico de T. inamoena e fases particionadas
frente a cepa de S.aureus 109 multiresistente. ni — ndo inibiu 0 crescimento bacteriano a
1000 pg mL™; ** - diferenca estatisticamente significativa (P < 0,001); ns — diferenca
estatistica ndo significativa (P > 0,05). NOR — Norfloxacino; CIP — Ciprofloxacino; NEO —

Neomicina; GEN — Gentamicina; CFZ — Cefazolina; CFT - Ceftriaxona

A potencializacdo antimicrobiana observada pode ser devido a constituicdo de
metabolitos secundéarios presentes no extrato e nas fracées como, por exemplo, 0s
flavonoides, alcaloides e compostos fendlicos, visto que estes geralmente s&o

sintetizados por plantas em resposta a infeccfes microbianas (DIXON et al., 1983).
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Estes compostos estdo presentes no extrato como indicado pelo screening e
guantificacdo de metabdlitos secundarios.

Diversos estudos apontam que o mecanismo de modulacdo da atividade
antimicrobiana pode estar ligados a diferente tipos de acdo pelos produtos vegetais,
como a desestabilizacdo da permeabilidade da membrana exterior dos
microorganismos (CHUSRI et al., 2014), inibicdo da bomba de efluxo (COSTA et al.,
2008), modificacdes do sitio ativo do farmaco (HEGDE et al., 2004), ou evitando a
inativacdo do antibidtico através de degradacdo ou modificacdo enzimética
(WRIGHT, 2005).

P. aeruginosa é um patdgeno clinicamente importante que apresenta
comumente como mecanismo de resisténcia, a baixa permeabilidade da membrana
exterior e a expresséo constitutiva de bombas de efluxo (PEREIRA, 2013). A Fhex
demonstrou um importante incremento da atividade antimicrobiana com todas as
classes de antimicrobianos testados frente P. aeruginosa, reforcando a atividade da
GEN (4 vezes), NEO (1,2 vezes), CFX (2 vezes) e CIP (3 vezes). Esta acao pode se
dar devido ao carater hidrofébico da Fhex que pode aumentar a interagdo com a
membrana plasmatica devido ao seu carater lipofilico, tornando-a permeéaveis a
antibiéticos. Matias (2010) verificou que os extratos hexanicos de Croton camprestis
A., Ocimum gratissimum L. e Cordia verbenacea DC., proporcionaram maior
potencializacdo aos antibidticos em comparacdo aos extratos polares nos testes de
modulacdo da atividade antibacteriana, resultado consoante as pesquisa de Souza
et al. (2014) e Tintino et al.(2013).

Perante o S. aureus 109 ocorreu uma relacdo de diminuicdo da acéo
antimicrobiana com a associacdo da gentamicina e as fases particionadas (Fdic,
Facet e Fbut). Este fato pode representar que a mistura de compostos presentes nas
fracdes possuem quantidades elevadas de metabdlitos, os quais podem diminuir o
efeito das substancias ativas, através da quelagdo dos constituintes do
antimicrobiano ou a ligacdo destes compostos em locais especificos responsaveis
pela sua acdo. Dessa forma, o efeito do farmaco sera reduzido caracterizando a
resposta como antagonica (BEHLING et al., 2004; SOUZA et al., 2014; WAGNER,
ULRICH MERZENICH, 2009).

A acdo de extratos vegetais como agente potencializador da acéo
antimicrobiana frente a antimicrobianos comercialmente difundidos, foi
fundamentada em diversos estudos (CHAVES et al., 2015, 2016; ALENCAR et al.,
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2015; PEREIRA et al., 2015; ALVES, 2014; LEITE et al., 2014; SOUZA et al., 2014;
MORAIS-BRAGA et al., 2013; TINTINO et al., 2013; COUTINHO et al., 2009). Diante
deste cenéario sugere-se que 0 extrato bruto e as fases particionadas de T.
inamoena, poderiam ser usados como uma fonte de produtos naturais com atividade
modificadora de resisténcia a drogas antimicrobianas, estabelecendo uma
alternativa frente a problematica da resisténcia bacteriana a drogas, atuando como

adjuvante terapéutico.
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Figura 59. Atividade moduladora do B-sitosterol-3-O-glicosideo frente a sobre cepa de E.coli
5A multirresistente. ni — ndo inibiu o crescimento bacteriano a 1000 pg mL™; *** - diferenca
estatisticamente significativa (P < 0,001); ns — diferenca estatistica ndo significativa (P >
0,05). NOR - Norfloxacino; CIP — Ciprofloxacino; NEO — Neomicina; GEN — Gentamicina;
CFZ — Cefazolina; CFT - Ceftriaxona

O p-sitosterol-3-O-glicosideo demonstrou uma importante potencializacéo
com todas as classes de antimicrobianos testados frente a E. coli 5A (figura 59), s6
nao houve influéncia significativa quando associado a gentamicina. A neomicina
apresentou reducéo da CIM de 9,83 pg/mL, para 0,48 ug/mL.

Frente as cefalosporinas, a cefazolina obteve uma diminuicdo da CIM na
razdo de 62,5 yg/mL para 12,3 ug/mL e a ceftriaxona de 15,6 ug/mL para 0,6 pg/mL.
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Nas quinolonas, o ciprofloxacino teve reducdo de 19,68 pg/mL para 0,6
Mg/mL, e o norfloxacino apresentou uma reducédo da CIM na ordem de 9,83 ug/mL
para 1,54 ug/mL.

Subramaniam et al. (2014), verificaram a acdo moduladora do B-sitosterol-D-
glicopiranosideo frente a alguns antimicrobianos tanto para bactérias Gram positivas
como Gram negativas (E. coli, Vibrio cholera, K. pneumonia, e P. aeruginosa,
Enterococcus. faecalis e Proteus. Mirabilis) tendo este também uma acéo
pronunciada em todas as classes de antimicrobianos testados, especialmente com
ciprofloxacino frente ao S. aureus, cuja combinacdo com o B-Sitosterol-O-glicosideo
resultou na CIM de 6 ug/mL. Na pesquisa de Tahany et al. (2010), o B-sitosterol-3-O-
glicosideo apresentou sinergismo frente a P. aeruginosa, na combinacdo com
Ampicilina. Esta agcdo antimicrobiana e potencializadora desta molécula, pode se dar
devido ao carater polar desta molécula que proporciona melhores efeitos diante dos
microorganismos (MUGUMBATE; OVERINGTON, 2015). Zhu et al. (2013)
apontaram que grupos polares demonstram interagdes enzimaticas importantes que
podem vir a interferir na biossintese da parede celular. O B-sitosterol-3-O-glicosideo
também apresentou acgfes antibacteriana no trabalho de Chattopadhyay et al.
(2001).

5.6 Atividade citotoxica frente a eritrocitos

T.inamoena apresentou acdes biologicas significativas, contudo ensaios
toxicologicos devem complementar esta atividade. A citotoxicidade frente a
eritrocitos, um teste in vitro utilizado na triagem toxicoldgica de produtos naturais
representa um teste capaz de predispor resultados confidveis, caso algum produto
gere acOes tbéxicas ao organismo. Este teste age também como indicador de
bioatividade e de triagem inicial para a selecdo das amostras com potencial
citotoxico (BEDNARCZUK et al., 2010; ARANHA, 2014).

As figuras de 60 a 64 apresentam o potencial hemolisante que o EEB e as

fases particionadas demonstraram.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mugumbate%20G%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Overington%20JP%5Bauth%5D

111

|—l— EEB Iinamoemd

35—-
30
25 4
20
15
10

5 -

—

Potencial hemolisante (%)

T 1T 1T "~ 1T "~ T 1 "~ 1T - 1T "~ 1T "1
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200

Concentracao (ug.ml™)

Figura 60. Percentual de hemolise em eritrocitos humanos apds tratamento com
EEB de Tacinga inamoena
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Figura 61. Percentual de hemdlise em eritrécitos humanos apds tratamento com a
fracdo hexanica
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Figura 62. Percentual de hemalise em eritrocitos humanos apds tratamento com a
fase diclorometano

| -m— Fase Acetato de FEtila

304 ]
2.5 -
2,0
1.5 4

1.0_: /

0,54 pd

Potencial Hemolisante (%)

G0 =

T T T T T T T T T
200 400 &00 8200 1000 1200 1400 1800 1800 2000 2200

Concentragac {ug.ml")

Figura 63. Percentual de hemdlise em eritrécitos humanos apos tratamento com a
fase acetato de etila.
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Figura 64. Percentual de hemolise em eritrocitos humanos apés tratamento com a

fase butandlica.

A fracdo hexanica demonstrou uma acdo hemolisante importante na
concentracdo de 2000 pg/mL (76%), 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 6rgaos vitais tais como figado, rins e
coracdo (CARVALHO et al., 2007). A fracdo hexanica da casca de Dalbergia
brasiliensis, apresentou hemolise nas concentracdes 0,5 uL e 1,0 pL no trabalho de
DALARMI (2012). Nas concentragcdes que apresentaram acdo moduladora (125
Mg/mL) a fracdo hexénica apresentou baixa atividade hemolisante (250 ug/mL -
2,6%).

Espitia-Baena et al. (2014), afirmam que porcentagens de hemdlise abaixo de
10%, indicam seguranca da solucdo teste no modelo experimental. Nas
concentracfes a partir de 500 pg/mL, a Fdic (2,9%), Facet (0,68%) e Fbut (0,61%)
demonstraram baixa toxicidade, sugerindo que 0S compostos presentes nestas
fases ndo possuem expressiva atividade hemolitica, sendo assim ndo causam danos
tdo pronunciados as membranas (PAULA et al.,2014). Este fato é importante porque
estas concentracfes relacionam-se as atividades antimicrobianas e moduladoras

encontradas na T. inamoena.



114

5.7 Atividade antioxidante

A capacidade do extrato EEB no sequestro do radical livre estavel de DPPH em

varias concentracdes mostrou se efetiva como indicado pela figura 53.
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Figura 65. Atividade antioxidante do EEB de T. inamoena através da redugédo do
DPPH.

Constatou-se que a amostra na concentracao de 500 pg/mL obteve 89,7% de
atividade antioxidante. O EEB da T. inamoena sofreu pequenas variacbes no seu
potencial antioxidante entre as concentra¢cdes 500 pg/mL e 100 pg/mL. Porém na
concentracédo de 50 pg/mL, a atividade decai drasticamente sendo a partir desta, a
atividade antioxidante praticamente inexistente.

O ICso, obtido para o EEB (348.66 pg/mL), demonstra a concentracao efetiva
para obter 50% de atividade antioxidante do EEB frente ao radical DPPH, este valor
classifica o0 EEB com fraca atividade antioxidante, pois quanto maior o ICsp, menor a
atividade antioxidante, devido a relacdo inversa de ICso (1/ 1Cs0) (NEGRI et al.,
20009).

As raizes de Cereus jamacaru apresentaram uma baixa capacidade de

sequestro do DPPH no trabalho de Santana et al. (2015), com ICs de 994,43 pg/mL
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da fracdo hidrometandlica. Osorio-Esquivel et al. (2011), mostraram que no extrato
metandlico do fruto da espécie 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 0 mesocarpo), resultado
semelhante a Sumaya-Martinez et al. (2011), a comparar a atividade antioxidante de
diferentes frutos de cactos de Opuntia spp.

Geralmente esta atividade tem sido correlacionada com a presenca de
compostos fendlicos, como flavonoides, classe presente na amostra analisada. De
acordo com Ross e Kasum (2002), a capacidade antioxidante dos compostos
fendlicos é determinada pela sua estrutura, em especial com a facilidade com que
um atomo de hidrogénio a partir de uma hidroxila do anel aroméatico pode ser doado
para um radical livre. Nesse sentido, a atividade sequestrante de radicais livres pelos
flavonoides relaciona-se com sua estrutura, e os flavonoides que se apresentam
hidroxilados, principalmente na posi¢cdo 3-OH, 5-OH, 7-OH, 4’-OH e 3’-OH, sédo os
gue exibem maior atividade antioxidante (ROSS; KASUM, 2002).

O potencial antioxidante também esta relacionado com a polaridade,
natureza e posicdo dos grupos constituintes na estrutura dos compostos fenoélicos
(Fabri, 2008). Brand-Williams et al. (1995), indicam que para a maioria das
substancias testadas como antioxidante, o0 mecanismo parece ser muito mais

complexo, necessitando de um estudo posterior mais aprofundado.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo fitoquimico das raizes de T. inamoena resultou no isolamento do (-
Sitosterol-3-O-glicosideo (fitoesteroide) e amidas dos acidos hidroxicinamicos, N-
trans-feruloyl 4-O-metildopamina, N-cis-feruloyl 4-O-metildopamina, N-trans-feruloyl
tiramina e N-cis-feruloyl tiramina. Sendo as amidas encontradas inéditas tanto na
espécie como no género Tacinga.

A T. inamoena apresentou atividade antimicrobiana frente a bactérias Gram
positivas, Gram negativas e multirresistentes, sendo assim uma espécie de interesse
para estudo e desenvolvimento de agentes antimicrobianos.

O EEB e fases particionadas, apresentaram atividades hemoliticas distintas que
predizem sua baixa relagdo com citotoxicidade frente a células humanas.

A atividade antioxidante demonstrada indica que as raizes de T. inamoena nao
apresentam um poder antiradicalar.

A T. inamoena demonstrou ser uma espécie promissora, onde mais estudos
guimicos, farmacolégicos e toxicolégicos devem ser feitos a fim de fomentar o

conhecimento acerca desta.
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