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APRESENTACAO

A obra “Anélise Critica das Ciéncias Biologicas e da Natureza” consiste de
uma série de livros de publicacdo da Atena Editora. Com 96 capitulos apresenta uma
viséo holistica e integrada da grande area das Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
producao de conhecimento que permeiam as mais distintas tematicas dessas grandes
areas.

Os 96 capitulos do livro trazem conhecimentos relevantes para toda comunidade
académico-cientifica e sociedade civil, auxiliando no entendimento do meio ambiente
em geral (fisico, biolégico e antrdpico), suprindo lacunas que possam hoje existir e
contribuindo para que os profissionais tenham uma viséo holistica e possam atuar em
diferentes regides do Brasil e do mundo. As estudos que integram a “Analise Critica
das Ciéncias Biologicas e da Natureza” demonstram que tanto as Ciéncias Biolo6gicas
como da Natureza (principalmente quimica, fisica e biologia) e suas tecnologias
séo fundamentais para promocao do desenvolvimento de saberes, competéncias e
habilidades para a investigacdo, observacéo, interpretacdo e divulgacéo/interacéao
social no ensino de ciéncias (bioldgicas e da natureza) sob pilares do desenvolvimento
social e da sustentabilidade, na perspectiva de saberes multi e interdisciplinares.

Em suma, convidamos todos os leitores a aproveitarem as relevantes
informacgdes que o livro traz, e que, 0 mesmo possa atuar como um veiculo adequado
para difundir e ampliar o conhecimento em Ciéncias Biologicas e da Natureza, com
base nos resultados aqui dispostos.

Excelente leitura!

José Max Barbosa de Oliveira Junior
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PERFIL QUIMICO DO CACTO EPIFITO Rhipsalis teres

Renan Canute Kamikawachi
UNESP- Universidade Estadual Paulista,
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Araraquara

Araraquara-SP
Virginia Carrara
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RESUMO: A familia Cactaceae apresenta
grande numero de individuos distribuidos por
toda a América, incluindo a tribo Rhipsalideae,
que possui inumeras espécies medicinais
utilizadas pela populacéo. No entanto, poucos
estudos integrados foram realizados sobre a
composicéo quimica e as atividades biologicas.
Este estudo teve como objetivo elucidar o
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(CACTACEAE)

perfil quimico de Rhipsalis teres (Vell.) Steud.
Aplicagcao de
de Massas

representam a principal classe de metabdlitos
secundartios do extrato hidroalcodlico de R.
teres e que os acidos fendlicos sao substancias

técnicas de Espectrometria
revelaram que as saponinas

minoritarias. Analises por espectrometria
de massa sugeriram que as saponinas sao
triterpénos derivados do acido oleondlico e/ou
acido ursoélico, associados a até 4 unidades
sacaridicas e que os acidos fendlicos sao
derivados do acido quinico. Esta ultima classe
de substancias ndo havia sido detectada
previamente em Cactaceae.

PALAVRAS-CHAVE:

massas, saponinas, acido oleandlico, acido

espectrometria de

ursélico, acidos fendlicos

CHEMICAL PROFILE OF THE EPHYTIC
CACTUS Rhipsalis teres (CACTACEAE).

ABSTRACT: The Cactaceae family has a large
number of individuals distributed throughout
the Americas, including the Rhipsalideae tribe,
which has numerous medicinal species used by
the population. However, few integrated studies
have been performed on chemical composition
and biological activities. This study aimed
to elucidate the chemical profile of R. teres
(Vell.) Steud. Application Mass Spectrometry
techniques revealed that saponins represent the

Capitulo 34




main class of secondary metabolites of the hydroalcoholic extract of R. teres and that
phenolic acids are minority substances. Mass spectrometric analyzes have suggested
that saponins are triterpenes derived from oleolic acid and/or ursolic acid, associated
with up to 4 saccharide units and that phenolic acids are derived from quinic acid. This
latter class of substances had not been previously detected in Cactaceae.

KEYWORDS:. mass spectrometry, saponins, oleanolic acid, ursolic acid, fenélic acids

INTRODUCAO

A familia Cactaceae compreende cerca de 1500 espécies, as quais em sua
maioria s&o encontradas apenas nas Américas e geralmente habitam ambientes aridos
ou semiaridos (OCAMPQO; COLUMBUS, 2010). No Brasil, os membros dessa familia
séo principalmente utilizados como plantas ornamentais e com menor frequéncia
como alimento e medicamento (XAVIER, 2010; VALENTE et al, 2007). Os cactos sao
classificados em cinco subfamilias, sendo estas a Leuenbergioideae, Pereskioideae,
Opuntioideae, Mahuenioideae e Cactoideae (STEVEN, 2001; ANDERSON, 2001).

Analises quimicas acerca dessa familia revelaram ampla diversidade de
substancias pertencentes as classes dos flavonoides (vitexina, kaempferol e
quercetina) (ABDUL-WAHAB et al, 2012; Yl et al 2011; CHANG et al 2008), alcaloides
(mescalina, hordenina e tiramina) (ESCOBAR; ROAZZI, 2010; DAVET, 2005, STARHA,
1996), triterpenos (acido oleondlico, acido betulinico e acido queretardéico) (YE et al,
1998) e das saponinas (dumortierinosideo A, erucasaponina A, stellanosideo C, D e E
e saponinas derivadas do acido oleandlico™) (KISHINOTA et al, 2000; OKAZAKI et al,
2007; KAKUTA et al, 2012; IAMAI et al, 2006)

Inserida na subfamilia Cactoideae, a tribo Rhipsalideae possui alta taxa de
endemismo e ocorre naturalmente na Mata Atlantica, um dos maiores centros de
diversidade no mundo (KOROTKOVA et al, 2011; ORTEGA-BAES et al, 2010). Nesse
taxon ocorrem diversas espécies com uso medicinal por populac¢des tradicionais em
toda a América Latina. Estudos etnobotanicos relataram o uso de Rhipsalis teres
(Vell.) Steud como medicamento para o coracdao e pneumonia (VENDRUSCULO;
MENTZ, 2006a; VENDRUSCULO; MENTZ, 2006b; VENDRUSCULO et al, 2005), a
propriedade sedativa de R. myosurus (MENTZ et al, 1997), 0 emplastro de Rhipsalis sp
no tratamento de ferimentos e queimaduras (STANISKI et al, 2014), a infusdo do caule
e frutos de R. lumbricoides no tratamento de pressao alta e a decocg¢éo dos caules para
dores no coragao, além do cataplasma do caule para tumores e inflamagdes (LUCENA
et al, 2014; CARBONO-DELAHOZ; DIB-DIAZGRANADOS, 2013; CHIFA; RICCIARDI,
2002),0 uso de R. baccifera no alivio de dores nos 0ss0s, no tratamento de varizes e de
processos inflamatorios, bem como a infus&o do caule para o tratamento de diabetes,
pressdo alta, além da agua do macerado no tratamento de hepatite (DOMINGUEZ-
BARRADAS, et al, 2015; FUENTES, 2005).
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Apesar dos diversos estudos fitoquimicos em Cactaceae, o estudo da composicéo
quimica de espécies da tribo Rhipsalideae é superficial. Do ponto de vista quimico,
h& poucos trabalhos que abordam a presenca da classe dos alcaloides através da
reacdo de Dragendorff em algumas espécies de Rhipsalis, mas néo identificaram a
estrutura dessas substancias (CHIFA; RICCIARDI, 2002; KEEPER TROUT, 2013). Um
unico trabalho realizado por TURSCH et al (1965) identificou um triterpeno derivado
do acido oleandlico em R. mesembryanthemoides Haw. Sendo este estudo o primeiro
a investigar os metabdlitos secundarios presentes no extrato etandlico do cacto epifito
Rhipsalis teres.

PARTE EXPERIMENTAL

Secagem e moagem

Os caules de R. teres foram coletados no Instituto de Biociéncias — Campus do
Litoral Paulista e depositados no Herbario da Universidade Santa Cecilia - HUSC sob o
nuamero 11437. Os caules de R. teres (1 Kg) foram previamente divididos, separados e
dispostos em camadas finas e, entdo submetidos a secagem em estufa de ar circulante
a 45°C durante 7 dias. O material foi pulverizado em moinho de facas, fornecendo
122g. O p6 obtido foi armazenado em frasco de vidro &mbar devidamente rotulado.

Obtencao dos extratos

O pé de R. teres (122 g)foi extraido primeiramente com Hexano (HEX, 1.000
mL) para extracdo das graxas e, depois, com Etanol 70% (EtOH 70%, 1.500 mL ),
por meio de percolacao exaustiva (Figura 1). Apds a extracdo, os liquidos extratores
foram rotoevaporados sob presséo reduzida, a temperatura 40 °C, fornecendo 7,6g do
extrato HEX (rendimento 6%). Apds a concentracao, o extrato EtOH 70% foi liofilizado
gerando 32g (rendimento 26%).

122g R. teres

Hexano

A4 v

~
7g Extrato HEX Torta
S

Etanol 70%

v hd

~
[ 32g Extrato EtOH [ Torta ]
>y
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Figura 1. Fluxograma da percolagéo exaustiva.
Analise quimica

Para o estabelecimento do perfil quimico, o extrato EtOH 70% foi inicialmente
submetido a andlises por cromatografia de camada delgada em placas de silica gelvV2
e fase moével contendo a mistura de cloroférmio/n-propanol/metanol/agua 31:38:6:25
(v:v) e reveladas com anisaldeido/H,SO,, reagente de Dragendorff, reagente NP-PEG.
Foi também realizado o teste de permanéncia de espuma (qualitativo para saponinas),
de acordo com a FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010).

Uma aliquota (5 mg) de cada extrato foi pesada e ressuspendidas em 1 mL de
metanol/H,O (8:2) e submetidas ao clean-up utilizando-se cartuchos Sep-Pak C18 de
fase reversa tamanho da particula 45u e diametro e poro 60 A). O cartucho foi ativado
com 450 uL de MeOH e equilibrado com 450 uL de MeOH/H,O (8:2v/v). A amostra (5,0
mgq) foi solubilizada em 1 mL e, posteriormente, submetida a extracdo em fase sélida,
com 450 uL da mesma mistura de MeOH/H,O. A solugéo obtida foi seca a temperatura
ambiente, redissolvida em MeOH/H,O (8:2 v/v), obtendo-se a solugdo estoque de
concentracao de 5,0 mg/mL e filtrada em filtro PTFE 0,22 ym.

A fim de obter uma visao preliminar da composicao quimica do extrato EtOH 70%
de R. teres, o extrato EtOH 70% foi analisado por espectrometria de massas usando
o método de infusdo direta, em modo negativo, com ionizacéo por Electrospray e
analisador de fon Trap (FIA-ESI-IT-MS"). O gas de nebulizacéo foi nitrogénio. A
temperatura do capilar foi fixada em 280°C. O vacuo foi de 1,14 Torr.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Perfil quimico

A triagem por cromatografia em camada delgada (CCD) do extrato EtOH 70%
(Tabela 1) apresentou, em maior quantidade, bandas purpura-arroxeadas quando
revelada com anisaldeido sulfurico, sugerindo a presenca de saponinas, confirmado
no ensaio qualitativo de espuma (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Em menor
quantidade foram visualizadas bandas amarelo claras, que fluoresceram sob luz UV
356, sugerindo a presenca de acidos fendlicos.

Classes de Compostos Presenca no extrato EtOH 70%
Esteroides e Triterpenos +++

Flavonoides -

Alcaloides -

Acidos Fenélicos +

Tabela 1. Classes de substancias encontradas no extrato EtOH 70%
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(+++) Forte positivo; (+) Fraco positivo; (-) Auséncia.

Diversos estudos mostraram a presenca de saponinas em diferentes taxons
pertencentes a familia Cactaceae (KAKUTA et al, 2012; YE et al, 1998; KISHINOTA
et al, 2000; OKAZAKI et al, 2007;IAMAI et al, 2006). Entretanto, ndo ha indicios de
ocorréncias de acidos fendlicos nesta familia, sendo este o primeiro estudo a detectar
esta classe de substéancias em cactos.

A fim de obter uma visdo mais aprofundada sobre a composicdo quimica
da espécie, o extrato EtOH 70% foi submetido a analises por infusdo direta em
espectrébmetro de massas em modo tandem (ESI-IT-MS").

O espectro de massas em full-scan do extrato apresenta os ions precursores
das moléculas desprotonadas [M - H] (Figura 2). Foi realizado o experimento MS" dos
ions precursores que corroborou com a presenca de saponinas, apresentando ions
de m/z 1117, 955, 793 e 647, detectando-se a presenca de perdas correspondentes a
acucares: 162 Da (hexose), 146 Da (deoxiexose) e 132 Da (pentose), além de picos
de m/z 455, sugerindo a presencga do(s) acido(s) ursolico (1) e/ou oleandlico (2) (Figura
3).

Foram também observados picos de m/z 191 e m/z 353, pertencentes aos
acidos quinico (3) e cafeoilquinico (4) (Figura 4), respectivamente. Essas substéncias
pertencem a classe dos acidos fendlicos e representam as substancias minoritarias.
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Figura 2. Espectro de massas full scan do extrato EtOH 70% de Rhipsalis teres
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Figura 4. Acidos fenélicos encontrados de Rhipsalis teres

Fragmentacédo MS2 do ion precursor de m/z 1117 [M - H] gerou o ion produto
de m/z 955 [M - 162 - HJ, correspondente a perda de uma unidade de hexose.
Fragmentacdo MS3 do ion precursor de m/z 955 gerou o ion produto de m/z 793
[M - 162 - 162 - H], correspondente a perda de uma segunda unidade de hexose.
Fragmentacdao MS4 do ion precursor de m/z 793 gerou o ion produto de m/z 455 [M -
162 - 162 - 162 - 176 - H],, correspondente a perda de uma terceira unidade de hexose
e de uma unidade de &cido urénico. O conjunto desses resultados permite propor a
presenca de uma saponina derivada do 4cido oleandlico ou ursélico substituida por
uma cadeia sacaridica composta por hexose-hexose-hexose-acido urdnico.

Fragmentacdo MS2 do ion precursor de m/z 1087 [M - H]" gerou o ion produto
de m/z 925 [M - 162 - HJ, correspondente a perda de uma unidade de hexose.
Fragmentacdo MS3 do ion precursor de m/z 925 gerou o ion produto de m/z 793
[M - 162 - 132 - H], correspondente a perda de uma segunda unidade de hexose.
Fragmentacdo MS4 do ion precursor de m/z 793 gerou o ion produto de m/z 455
[M-162 - 132 - 162 - 176H], correspondente a perda de uma terceira unidade de
hexoxe e uma unidade de acido urénico. O conjunto desses resultados permite propor
a presenca de uma saponina derivada do acido oleandlico ou ursélico substituida por
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uma cadeia sacaridica composta por hexose-pentose-hexose-acido urdnico.

Fragmentacdo MS2 do ion precursor de m/z 1087 [M - H]" gerou o ion produto
de m/z 925 [M - 162 - HJ, correspondente a perda de uma unidade de hexose.
Fragmentacdo MS3 do ion precursor de m/z 925 gerou o ion produto de m/z 763
[M - 162 - 162 - H], correspondente a perda de uma segunda unidade de hexose.
Fragmentacdo MS4 do ion precursor de m/z 763 gerou o ion produto de m/z 455
[M-162 - 162 - 162 - 146H], correspondente a perda de uma terceira unidade de
hexose e uma unidade de desoxiexose. O conjunto desses resultados permite propor
a presenca de uma saponina derivada do acido oleandlico ou ursélico substituida por
uma cadeia sacaridica composta por hexose-hexose-hexose-desoxiexose.

Fragmentacdao MS2 do ion precursor de m/z955 [M - H]- gerou o ion produto de m/z
793 [M - 162 - H]',correspondente a perda de uma unidade de hexose. Fragmentacéo
MSS3 do ion precursor de m/z 793 gerou o ion produto de m/z 455 [M - 162 - 162 -
176 HJ, correspondente a perda de uma segunda unidade de hexose e uma unidade
de &cido urbénico. O conjunto desses resultados permite propor a presenca de uma
saponina derivada do acido oleandlico ou acido ursoélico substituida por uma cadeia
sacaridica composta por hexose-hexose-acido urdnico.

Estes resultados sugerem que as saponinas sé&o as substéncias majoriarias de
R. teres e possuem um core de acido oleandlico e/ou acido ursélico com diversas
unidades sacaridicas associadas. Isso indica que os usos populares de R. teres podem
estar relacionados as saponinas. De forma geral, ha duas propriedades principais das
saponinas que podem estar relacionadas ao uso populares de R. teres sendo estas:
1) atividade anti-inflamatéria e, 2) hipocolesteromica (LOPEZ-ROMERO et al, 2017;
SIMOES et al, 2010; FRANCIS et al, 2002).

CONCLUSAO

O cacto epifito Rhipsalis teres tem sua composicdo quimica baseada,
principalmente, em saponinas triterpénicas derivadas do acido oleondlico e/ou ursolico
e, minoritariamente, em acidos fendlicos derivados do acido quinico. Saponinas
derivadas de &cido oleandlico ja haviam sido descritas na subfamilia Cactoideae.
Entretanto, ndo haviam sido observadas em espécies da tribo Rhipsalideae. Os acidos
fendlicos néo possuiam relatos de ocorréncia na familia Cactaceae, sendo este o
primeiro estudo a ser observado para essa familia. Os resultados corroboram com o uso
popular de R. teres, uma vez que saponinas apresentam atividade hipocolesteromica e
anti-inflamatéria, as quais auxiliam no tratamento de doencas coronérias e pneumonia.
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