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Resumo

Apesar dos diversos relatos do uso de Rhipsalis Gaértn (Cactaceae) por
populacdes tradicionais no tratamento de uma gama de enfermidades, ha
pouquissimos estudos fitoquimicos com esse grupo de cactos e por vezes estes
sdo superficiais, apenas indicando a possivel presenca de algumas classes de
produtos naturais. Ademais, estudos avaliando a atividade biologica de Rhipsalis
sdo escassos. Neste vies, este trabalho objetivou investigar a composi¢do quimica
do género Rhipsalis e avaliar possiveis atividades ligadas a sua composicao,
subsidiando desta forma seu uso popular. Esta dissertacdo foi dividida e
organizada da seguinte forma: a primeira parte apresenta uma introducédo geral
sobre plantas medicinais e sua importancia, assim como uma revisdo sobre
estudos fitoquimicos em Cactaceae. Em seguida, foram redigidas trés secdes: na
primeira, investigamos a composi¢cdo quimica de Rhipsalis teres (Vell.) Steud
identificando 5 saponinas derivadas do &cido oleandlico, 2 flavonoides C-
glicosilados derivados da apigenina e 2 acidos fendlicos; na segunda, investigamos
a composicdo quimica do género Rhipsalis identificando 28 saponinas cujo core € 0
acido oleandlico e 8 flavonoides, também sugerimos fingerprints para cada espécie
avaliada com base nas substancias majoritarias, os resultados quantitativos obtidos
por UPLC-MS foram eficientes na identificacdo das espécies com base na filogenia,
na terceira, avaliamos as atividades antioxidante, antifingica e anti-inflamatéria de
espécies de Rhipsalis destacando-se como espécies mais promissoras a R.
paradoxa no ensaio antioxidante e R. cereuscula no ensaio de atividade anti-
inflamtoria.

Palavras-chave: espectrometria de massas, saponinas, fingerprints, anti-

inflamatéria



Abstract

Despite the several reports of the use of Rhipsalis Gaértn (Cactaceae) by traditional
populations in the treatment of a range of diseases, there are very few
phytochemical studies with this group and sometimes these are superficial, only
indicating the possible presence of some classes of natural products. In addition,
there are very few studies evaluating the biological activity of Rhipsalis. Therefore,
this work aimed to investigate the chemical composition of the genus Rhipsalis and
to evaluate possible activities related to its composition, thus subsidizing its popular
use. This dissertation was divided and organized as follows: the first part presents a
general introduction on medicinal plants and their importance as well as a review on
phytochemical studies in Cactaceae. Then, three sections were written: in the first
one, we investigated the chemical composition of Rhipsalis teres, identifying 5
saponins derived from oleanolic acid, 2 C-glycosilated flavonoids derived from
apigenin and 2 phenolic acids; in the second section, we investigate the chemical
composition of the genus Rhipsalis identifying 28 saponins whose core is oleanolic
acid and 8 flavonoids, we also suggested fingerprints for each species evaluated on
the basis of the majority compounds, the quantitative results obtained by UPLC-MS
were efficient in the identification of the species based on the phylogeny; in the
third, we evaluated the antioxidant, antifungal and anti-inflammatory activities of
Rhipsalis species, with R. paradoxa being the most promising species in the
antioxidant assay and R. cereuscula in the anti-inflammatory assay.

Keywords: mass spectrometry, saponins, fingerprint, anti-inflammatory
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1. Introducéo

Plantas medicinais e seus usos no tratamento de enfermidades tém
acompanhado a humanidade desde suas civilizacbes mais antigas até a Idade
Contemporanea. Populacdes sumérias descreviam receitas para o preparo de
medicamentos a base de plantas ha mais de 5000 anos. O livro chinés "Pen T'Sao"
datado de 2500 anos A.C. relata a utilizacdo de mais de 350 espécies vegetais. As
civilizagbes egipcias, gregas, assirias, arabes, romanas e da Idade Médias
descreviam diversas espécies e a preparacdo de drogas vegetais aos quais
recorriam para tratamento das mais diversas enfermidades. No decorrer do tempo,
a utilizacdo de plantas para cura de enfermidades se tornou ampla e intrinseca a
cultura tradicional de cada povo (PETROVSKA, 2012).

A cultura tradicional de diversos povos faz uso de plantas medicinais para
tratar suas moléstias. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, em 1995 nos
paises em desenvolvimento, cerca de 70% da populacao dependia exclusivamente
dos fitoterapicos como forma de tratamento e prevencao de suas enfermidades. A
Fitoterapia representa uma forma de terapia medicinal alternativa a medicina
alopética, uma vez que esta Ultima apresenta diversos obstaculos no acesso de
populacbes carentes, seja por distancia dos centros hospitalares ou pela
dificuldade na realizacéo de exames e na aquisicdo de medicamentos (AGRA et al,
2008).

O mercado mundial de fitoterapicos tem crescido significativamente nos
ultimos anos. Com base nestas informacdes era de se esperar que o Brasil,
detentor de aproximadamente um ter¢co da flora mundial, estivesse na vanguarda
do desenvolvimento e uso de fitoterdpicos. Entretanto, ndo é isto que ocorre
apenas 5% do mercado de medicamentos brasileiros sdo derivados de origem
natural. I1sso acaba influenciando diretamente na pesquisa de diversos taxons da
flora brasileira, como € o caso da familia Cactaceae. Embora o Brasil represente o
pais com a terceira maior diversidade de cactos do mundo, pouco tem se
aproveitado dessa grande diversidade vegetal (DUTRA et al, 2016; MEIADO,
2012).

Os cactos compreendem cerca de 1866 espécies e 139 géneros (Stevens,
2001) as quais em sua maioria sdo encontradas apenas nas Americas, com

excessdo de Rhipsalis baccifera (Sol.) Stearn, que ocorre naturalmente na Africa e



Asia (ANDERSON, 2001; BARTHLOTT; HUNT, 1993) s&o plantas com folhas
modificadas em espinhos ou ausentes, caule suculento e geralmente habitam
ambientes aridos ou semi-aridos (OCAMPO; COLUMBUS, 2010). Entretanto, mais
ou menos 10% de sua diversidade esta composta por linhagens epifitas e semi-
epifitas que habitam o dossel das arvores em florestas neotropicais (BENZING,
2008; WALLACE; GIBSON, 2002) pertencendo as tribos Hylocereeae e
Rhipsalideae (subfamilia Cactoideae). A Mata Atlantica brasileira, um dos hotspots
mundiais para conservacgao da biodiversidade (MYERS et al., 2000; Amorim et al.,
2009), é o centro de diversidade para a tribo Rhipsalideae (BARTHLOTT; HUNT,
1993; ANDERSON, 2001). Entretanto, conforme discutido em Ramos et al. (in
press) estudos de biodiversidade em comunidades vegetais tropicais estao,
principalmente, voltados para estudo das arvores e outras formas de vida como
lianas, ervas, arbustos e epifitas sdo frequentemente ignorados ou subestimados;
contudo essas plantas sdo responsaveis pela rigueza de espécies e pela
complexidade ecolégica nos ambientes em que ocorrem (GENTRY; DOBSON,
1987 a,b). No Brasil, o0s membros desta familia séo principalmente utilizados como
plantas ornamentais e com menor frequéncia como alimento e medicamento
(XAVIER, 2010; VALENTE et al, 2007). Apesar de os cactos estarem distribuidos
por todo o territério brasileiro, sdo pouco estudados do ponto de vista integrado, ou

seja, que abranja suas composicdes quimicas e atividades biolégicas.

Familia Cactaceae: aspectos quimicos, etnobotanicos e farmacoldgicos

A familia Cactaceae é classificada em cinco subfamilias de acordo com sua
morfologia: Pereskioideae (cactos mais basais da América do Sul),
Leuenbergioideae (cactos mais basais da América Central), Mahuenioideae
(subfamilia relativamente nova com apenas duas espécies que ocorrem no extremo
sul da Argentina), Opuntioideae (cactos globulares) e Cactoideae (cactos em
formas de arbusto ou colunares) (STEVEN, 2001; ANDERSON, 2001). Apesar da
divisdo entre Pereskioideae e Leuenbergioideae, neste trabalho iremos utilizar a
classificacdo antiga em que as subfamilias eram agrupadas em Pereskioideae, pois
os trabalhos citados utilizavam esta classificacdo e, portanto, as espécies eram
citadas com a homenclatura antiga.

A subfamilia Pereskioideae (Pereskioideae e Leuenbergioideae) considerada

0 grupo mais basal por apresentar o maior nimero de caracteres primitivos da



familia Cactaceae. Esse grupo tem sua incidéncia restrita a regides de transi¢do ou
levemente aridas e apresentam como morfologia geral caules finos, sublenhosos
ou lenhosos, dos quais emergem folhas largas com poucos espinhos na base e
originam flores terminais solitarias ou em cimeiras curtas (DUARTE; HAYASHI
2005). Pereskioideae possui individuos com propriedades medicinais, dentre elas
Pereskia bleo (Kunth) DC. Essa espécie nativa da América Central foi introduzida
na Malasia, onde lhe s&o atribuidas atividades antitumoral, antirreumatica,
antitlcera e anti-inflamatéria (TURRA et al, 2007). Em estudo realizado por Tan et
al (2005) observou-se a atividade citotoxica sobre células mamarias cancerigenas.
Essa atividade foi conferida a presenca de glicosideos complexos e saponinas que
ocorrem no género Pereskia e estao presentes no extrato metandlico de P. bleo.
Em outro estudo foi constatada a atividade antinociceptiva moderada do extrato
etandlico, além da presenca de vitexina (Figura 1) (ABDUL-WAHAB et al, 2012).
Outra espécie dessa subfamilia com potencial medicinal € P. grandifolia Haw,
nativa da América Latina e com ampla distribuicdo no Brasil. Popularmente, as
folnas sdo utilizadas no tratamento de erupcfes cutaneas e aos frutos sao
atribuidas propriedades expectorante e antissifilitica (CORREA, 1984). Diversas
pesquisas tém sido realizadas com essa espécie, a fim de elucidar seu potencial
fitoterapico. Observou-se efeito sedativo, atividades analgésica e ansiolitica do
extrato etandlico (TURRA et al, 2007). Ademais, estudos quimicos utilizando
diversas espécies de Pereskia constataram a presenca de diferentes alcaloides,
dentre eles a mescalina (alucindbgeno) (DOESTCH et al, 1980).

Opuntideae é conhecida por seu caule achatado, frutos comestiveis,
pequenos espinhos destacaveis em sua auréola (gloquidios), folhas rudimentares
nos brotos e sementes com cobertura opaca. Apresenta significativa importancia
como recurso alimentar humano e animal, e esta distribuida por diversas regides
aridas, semiaridas e temperadas do mundo (RUSSEL; FELKER, 1987). O género
Opuntia, responsavel pelo nome desta subfamilia, € o mais amplamente distribuido
e estudado do ponto de vista medicinal, além de também possuir um amplo uso na
medicina tradicional de diversos paises no tratamento de doencas do pulmao, pele
e circulacdo sanguinea (CHEN et al, 2011), inflamacéo e dor (ZOU et al, 2005),
gastrite, hiperglicemia, arteriosclerose, diabetes, hipertrofia da prostata
(AGOZZINO et al, 2005) e como cicatrizante (SHEDBALKAR et al, 2010). Em
revisdo realizada por FEUGANG et al (2006) sobre as aplicacbes e usos de



Opuntia, foi relatado, além do alto valor nutritivo, diversas atividades biolégicas
importantes tais como: anticancerigena, antioxidante, antiviral (Herpes simplex tipo
2, virus da pseudorraiva, influenza, HIV-1), anti-inflamatoria, antidiabética tipo 2, e
hipocolesterolémica (reducédo dos niveis de colesterol no sangue e modificacdo da
composi¢cdo do LDL). Outros estudos mostraram propriedades cicatrizantes em
sinergia dos extratos aquoso e etandlico de O. dillenii (Ker awl.) Haw. (CHEN et al,
2011), hepatoprotetoras do extrato aquoso de O. ficus-india (L.) Mill (BRAHMI et al,
2011) e atividade contra a hiperplasia da prostata do extrato das flores de Opuntia
sp. (JONAS et al, 1998).

Os cactos pertencentes a subfamilia Cactoideae possuem grande
variabilidade morfolégica, apresentando-se em formas arbustivas, arboricolas,
epifitas e cespitosas. A grande variabilidade estende-se quanto a sua distribuicéo,
ocupando desde regides aridas (Carnegiea gigantea (Engelm.) Britton; Rose) até
florestas tropicais Umidas (Rhipsalis teres (Vell.) Steud) (ZAPPI et al, 2007;
ANDERSON, 2001). Além disto, Cactoideae contém a maior diversidade de
organismos, assim como a maior ocorréncia de endemismo (ORTEGA-BAES et al,
2010). Devido a esse amplo espectro de formas e habitat, essa subfamilia € menos
delimitada por sinapomorfias, provavelmente ocorre uma Unica caracteristica
compartilhada por todos os taxa deste grupo. Virtualmente, o caule é suculento e
possui uma diminuta folha sustentando cada aréola (NOBEL, 2002). Essa grande
diversidade é refletida na utilizacdo de diversas espécies na medicina tradicional.
Populacdes indigenas das Américas utilizam o extrato etandlico de Ariocarpus
bravoanus H.M.Hern.; E.F.Anderson para tratar reumatismo e outros tipos de dores
(ANDERSON, 2001), o cacto Echinocereus coccineus Engelm. como estimulante
cardiaco (MOERMAN, 1998), a decocc¢do de Echinopsis pachanoi (Britton; Rose)
Friedich; G.D.Rowley contra a calvicie (DUKE; VASQUEZ, 1994), o fruto e a
semente de Escobaria vivipara (Nutt.) Buxb. no tratamento de disenteria e doencas
oculares (MOERMAN, 1998), a decoccao de Mammillaria grahamii Engelm. no
tratamento de enfermidades auriculares (MOERMAN, 1998), o cacto Pachycereus
pringlei (S.Watson) Britton; Rose como analgésico (ASHMANN, 1966), as raizes e
caules de Peniocereus greggii (Engelm.) Britton; Rose como estimulante cardiaco,
cura do diabetes e tristeza (MOERMAN, 1998) e Selenicereus grandiflorus (L.)
Britton; Rose é utilizada na América Latina como remédio para doencas cardiacas,
edema e dores (MOERMAN, 1998; MOORE, 1989; CURTIN, 1949). Além disso,



foram reportados os usos religiosos ligados principalmente ao peiote (Lophophora
williansii (Lem. Ex Salm-Dick) J.M.Coult.) e cacto Sdo Pedro (Echinopsis pachanoi
(Britton; Rose) Friedrich; G.D.Rowley) por possuirem um alcaloide alucinégeno
denominado mescalina (Figura 1) (OGUNBODEDE et al, 2010; ANDERSON, 2001,
SCHULTES, 1938). Estudos quimicos com diversos cactos demonstraram a
presenca de uma variedade de saponinas, dentre elas, algumas que ainda nao
eram conhecidas (KATUTA et al, 2012). No mesmo estudo ainda foi observada
atividade antialérgica do tipo | para algumas saponinas isoladas de cactos (Figura
1).

Inserida na subfamilia Cactoideae, a tribo Rhipsalideae chama atencao por
suas caracteristicas fugirem do estereodtipo de cactos. Suas particularidades
consistem em serem individuos epifitos, sem espinhos e que habitam regides
Umidas de florestas. Sua morfologia versa em caules segmentados, aréolas
emersas no caule, flores diurnas e laterais ao caule. Possuem ocorréncia em sua
grande maioria ha América do Sul, porém, algumas espécies distribuem-se até a
América do Norte, e uma Unica espécie (Rhipsalis bacifera (J.S.Muell.) Stearn)
possui distribuicdo natural em outros continentes. Ademais este grupo possui alta
taxa de endemismo e tem na Mata Atlantica um dos maiores centros de
diversidade (KOROTKOVA et al, 2011; ORTEGA-BAES et al, 2010; ANDERSON,
2001).
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Figura 1: 1. Vitexina; 2. Mescalina; 3. Pachanol I; 4. Acido Oleandlico; 5. Gummosogenina

2. Reviséo da Literatura
Utilizagdo na medicina popular

No género Rhipsalis ocorrem diversas espécies com uso medicinal por
populacdes tradicionais em toda a América Latina. Estudos etnobotanicos
relataram o uso de Rhipsalis teres (Vell.) Steud como medicamento para coracdo e
pneumonia (VENDRUSCULO; MENTZ, 2006A; VENDRUSCULO; MENTZ, 2006B;
VENDRUSCULDO et al, 2005), a propriedade sedativa de R. myosurus (Salm.-Dyck)
K.Schum. (MENTZ et al, 1997), o uso do emplastro de Rhipsalis sp no tratamento
de ferimentos e queimaduras (STANISKI et al, 2014), o uso da infusdo do caule e
frutos de R. lumbricoides (Lem.) Lem. no tratamento de presséo alta e o uso da
decoccdo dos caules para dores relacionadas ao musculo coronério, além do
emprego do cataplasma do caule para tumores e inflamagbes (LUCENA et al,

2014; CARBONO-DELAHOZ; DIB-DIAZGRANADOS, 2013; CHIFA; RICCIARDI,



2002). Os estudos etnobotanicos relatam ainda o uso de R. baccifera para aliviar
dores nos 0ssos e para varizes, sua cataplasma como anti-inflamatoério, e da
infusdo para o tratamento de diabetes e pressao alta e da agua do macerado no
tratamento de hepatite (DOMINGUEZ-BARRADAS, et al, 2015; FUENTES, 2005).
Ha poucos estudos que avaliem as atividades relatadas e a composicéo
guimica de Rhipsalis. Akunne et al (2016) observaram atividade anti-inflamatéria e
anticancerigena do extrato metandlico de R. neves-armondii K. Schum. Do ponto
de vista quimico, foi observada a presenca de alcaloides em R. lumbricoides
através da reacdo de Dragendorff (CHIFA; RICCIARDI, 2002) e TURSCH et al
(1965) e identificaram um triterpeno derivado do acido oleandlico em R.

mesembryanthemoides Haw.

Dificuldade de identificacdo taxbnomica de plantas medicinas e do género
Rhipsalis

O numero de plantas medicinais e como usa-las aumentou
significativamente ao longo dos anos. Das 250 espécies utilizadas pelos sumérios
h&a 5.000 anos, atualmente apenas na medicina chinesa sédo reportadas mais de
5.000 espécies; globalmente este nimero sobe para aproximadamente 70.000
espécies utilizadas no tratamento e prevencao de enfermidades (CHEN et al, 2014;
PETROVSKA 2012; HEUBL, 2010). Como consequéncia deste aumento de
espécies, a identificacdo e modo correto de utilizacdo de cada espécie apresenta
uma importante preocupac¢ao para saude publica uma vez que o uso incorreto pode
causar quadros severos de intoxicagdo incluindo morte (HEUBL, 2010). No EUA
aproximadamente 5% dos casos de envenenamento s&o atribuidos ao uso de

plantas medicinais e 12% na Africa do Sul; este problema é mais significativo em



paises em desenvolvimento onde a populacdo € mais dependente da medicina
tradicional e o uso de plantas medicinais ndo € bem regulamentado
(KHARCHOUFA et al, 2018).

A identificacdo de plantas medicinais geralmente baseia-se em
caracteristicas morfolégicas, anatdbmicas e quimicas. No Brasil, o 0rgao
regulamentador ANVISA na resolucdo RDC n°® 10 de 9 de marco de 2010 exige
para identificacdo de drogas vegetais métodos cromatograficos, um laudo emitido
por profissional habilitado e exsicatas que possam ser acessadas e comparadas
com banco de dados. Uma grande deficiéncia apresentada por estas técnicas é
falta de conhecimento e/ou auséncia de caracteristicas chaves na identificacdo de
cada espécie e a necessidade de um expert para cada grupo, tendo em vista que
espécies proximas tendem a apresentar caracteristicas similares, o que torna
certos tdxons de plantas medicinais propensos a menor precisdo em suas
identificac6es (CHEN et al, 2014).

Apesar do uso popular difundido, a identificacdo taxonémica do género
Rhipsalis estd em constante debate entre os especialistas. A classificacdo de
Rhipsalis tem sido constantemente alterada desde sua primeira descricdo em 1753
até os dias atuais. (KOROTKOVA et al, 2011; CALVENTE 2012; CALVENTE et al,
2011). A dificuldade na definicdo de caracteristicas chaves deste género esta
principalmente relacionada a intergradacdo da parte vegetativa (i.e. espécies
diferentes compartilham as mesmas caracteristicas), a plasticidade fenotipica e a
uniformidade da parte reprodutiva (KOROTKOVA et al, 2011). Desta forma, as
caracteristicas morfologicas e anatdbmicas se tornam uma ferramenta de baixa
precisdo sendo necessarias outras abordagens para a identificacdo dessas

espécies. Entretanto, ponto de vista quimico, o género Rhipsalis € pouquissimo



explorado havendo apenas alguns trabalhos que identificaram superficialmente
algumas classes de produtos naturais (BAUTISTA-SAN et al, 2017; AKUNNE et al,

2016).



3. Objetivos

3.1.0bjetivo Geral

v' Investigar a composicdo quimica de 8 taxons (6 espécies e 2 subespécies) da
Mata Atlantica pertencentes ao género Rhipsalis Gaértn, através de analises por
TLC, HPLC-DAD-ELSD, FIA-ESI-IT-MS" e UPLC-ESI-IT-MS de forma a obter um

panorama de sua composi¢ao quimica e avaliar seu potencial biolégico.

3.2.0bjetivos Especificos

3.2.1.Investigar o extrato EtOH 70% de R. teres por meio de andlises por TLC,
HPLC-DAD-ELSD, FIA-ESI-IT-MS" e UPLC-ESI-IT-MS.

3.2.2.1solar e identificar metabdlitos secundérios de R. teres

3.2.3.Avaliar a composicdo quimica de Rhipsalis spp. por TLC, HPLC-DAD-ELSD,
FIA-ESI-IT-MS" e UPLC-ESI-IT-MS.

3.2.4.Avaliar quimiotaxonomicamente a relacdo entre as composi¢cées quimicas de
cada espécies

3.2.5.Avaliar as atividades antioxidante, antifingica e anti-inflamtéria de Rhipsalis

cereuscula, Rhipsalis paradoxa e Rhipsalis teres
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4. Material e Método
Coleta

Foram investigadas 6 espécies e 2 subespécies do género Rhipsalis
provenientes da colecdo do Laboratério de Morfologia Vegetal do Instituto de
Biociéncias — Campus do Litoral Paulista (UNESP — S&o Vicente) (Tabela 1). Todos
os individuos foram coletados nos meses de inverno para evitar o elevado teor de
agua armazenado nos caules.

Rhipsalis cereuscula, R. clavata, R. teres e R. floccosa e suas subespécies
apresentam caules cilindricos diferenciando-se pela segmentacdo dos ramos, R.
ellipitica pertence ao grupo dos ramos achatados e R. paradoxa possui 0 ramo

trilobado (Figura 2).

Tabela 1: Espécies do género Rhipsalis estudadas seguidas das siglas referentes a cada espécie, voucher ou nimero de coletor e cadastro n°
de acesso a patriménio genético.

Numero de

- . o A acesso ao

Espécie Sigla Identificac&o botanica patrimonio

genético

Rhipsalis cereuscula Haw. RCE HUEM 18985 A79CEDA

Rhipsalis clavata F.A.C.Weber RCL HRCB 55377 A79CEDA

Rhipsalis elliptica G.Lindb RE 0.J.G.ALmeida 051 A79CEDA

Rhipsalis floccosgisf. floccosa Salm- REE 0.1.G Almeida 056 A79CEDA
Rhipsalis floccose ssp. hohenauensis

Barthlott & N.P.Taylor RFH HUEM 18984 A79CEDA

Rhipsalis floccosa ssp. pulvinigera .

Barthlott & N.P.Taylor RFP 0.J.G.Almeida 054 A79CEDA

Rhipsalis paradoxa Salm-Dyck RP 0.J.G.Almeida 053 A79CEDA

Rhipsalis teres (Vell.) Steud RT HUSC 11437 A79CEDA
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Figura 2: A - Rhipsalis cereuscula; B - Rhipsalis clavata; C - Rhipsalis elliptica; D - Rhipsalis floccosa ssp floccosa; E - Rhipsalis floccosa ssp

hohenauensis; F - Rhipsalis floccosa ssp pulvinigera; G - Rhipsalis paradoxa; H - Rhipsalis teres

Secagem e Moagem

O material vegetal foi higienizado com agua e pincel, e seco em estufa de ar
circulante a 40°C durante 7 dias. Em seguida, o material seco foi pulverizado em
moinho de facas para a obtencdo do p6. Os dados de rendimento para cada
espécie podem ser vistos na tabela 2.
Obtencéao do extrato

Nesse trabalho foram utilizados dois métodos extrativos: a percolacao
exaustiva e a maceracao.

O método de percolacdo exaustiva permite utilizar um solvente menos

téxico, como o etanol 70%, e ainda assim garante a extracao total dos metabolitos
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secundarios. Entretanto € necessaria uma quantidade grande de amostra (minimo
509) para que o percolador seja empacotado corretamente.

O método de maceracdo garante uma extracdo eficiente dos metabdlitos
secundarios de forma rapida e com pouco volume de amostra, porém foi
necessario utilizar metanol (solvente menos viscoso, mas mais toxico) para garantir
a eficacia da extracao.

Percolacdo

O material vegetal pulverizado de R. cereuscula, R. paradoxa e R. teres foi
extraido primeiramente com Hexano (HEX) para extracdo das graxas e, depois,
com Etanol 70% (EtOH 70%), por meio de percolacdo exaustiva (Figura 2). Apos a
extracdo, os liquidos extratores foram rotoevaporados sob pressdo reduzida, a

temperatura 40 °C fornecendo os respectivos extratos (Tabela 2).
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Material Veagetal

Secagem e Moagem

Po6
Percolacéo
Hexano
Extrato Hexanico Torta
Percolacéo
EtOH 70%
Torta Extrato EtOH 70%

Figura 2: Fluxograma da extracéo pelo método de percolacéo exaustiva

Maceracao

O po (1 g) foi submerso, primeiramente, em 10 mL de hexano e extraido por
maceracao em banho ultrassénico por 30 min. Esta etapa foi realizada trés vezes
para a retirada de graxas vegetais. Em seguida, 0 mesmo po6 foi submerso em 10
mL de metanol e extraido por maceracdo em banho ultrassénico por 30 min. Esta
etapa também foi realizada trés vezes e resultou na obtencéo do extrato metandlico
(MeOH) (Tabela 2).
Clean-up dos extratos

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
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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,0 (8:2v/v).
A amostra (5,0 mg) foi solubilizada em 1 mL e, posteriormente, submetida a
extracdo em fase solida, com 450 uL da mesma mistura de MeOH/H,0. A solucédo
obtida foi seca a temperatura ambiente, redissolvida em MeOH/H,O (8:2 v/v),
obtendo-se a solucédo estoque de concentracdo de 5,0 mg/mL e filtrada em filtro

PTFE 0,22 pm.
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Tabela 2: Quantidades (g) de material vegetal fresco e umido, volume de solventes utilizados e rendimento (%) para cada espécie de Rhipsalis submetida as duas extragdes.

Percolacdo
RCE RCL RE RFF RFH RFP RP RT
Material fresco 304 - - - - - 733 610
Material seco 61 - - - - - 132g 122
Volume (hexano, L) 1 - - - - - 1 1
Volume

1 . . - - - 15 1,5

(etanol 70%, L)
Massa de extrato EtOH 70% 11,4 - - - - - 18,14 32
Rendimento (%) 19 13,7 26

Maceracgédo (1g de material vegetal seco)

RCE RCL RE RFF RFH RFP RP RT
Massa do extrato MeOH
49,3 39,5 45,9 35 36,6 83 452 44 4
(mg)
Rendimento (%) 4.93 3.95 4.59 3.5 3.66 8.3 4.52 4.44

RCE - Rhipsalis cereuscula; RCL - Rhipsalis clavata; RE - Rhipsalis elliptica; RFF - Rhipsalis floccosa subsp. floccosa; RFH - Rhipsalis floccosa subsp. hohenauensis;
Rhipsalis floccosa subsp. pulvinigera; RP - Rhipsalis paradoxa; RT - Rhipsalis teres
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Perfil guimico de Rhipsalis teres

De acordo com um criterioso levantamento bibliografico observou-se
insuficiéncia de estudos quimicos envolvendo espécies de Rhipsalis. Sendo assim,
primeiramente, foi necessario estabelecer uma base de dados quimicos a qual
subsidiaria 0os passos subsequentes a cerca do panorama quimico do género.
Nesse intuito, a espécie R. teres foi escolhida para o estabelecimento do perfil
guimico inicial devido a sua grande abundancia na regido da Baixa Santista onde
este trabalho foi realizado.
Isolamento

Uma aliquota (3 g) do extrato EtOH 70% de R. teres foi ressuspendida em
etanol 70% (30 mL) e submetida & cromatografia em coluna aberta (CC) (100 x 3
cm i.d) de permeacdo em gel (Sephadex LH-20) sob fluxo constante de 1 mL/min
em sistema isocratico com metanol 70% (metanol/H,0O) e coletadas por coletor
automatico em fracbes de 10 mL. As fracBes obtidas foram analisadas por
cromatografia em camada delgada (TLC) em placas de aluminio revestidas com
silica gel’V®* e fase moével quaternaria (cloroférmio/n-propanol/metanol/agua
31:38:6:25 v:v) e reveladas com anisaldeido/H,SO,4 e reagrupadas em 8 fracdes.
Em seguida, foram avaliadas por UPLC-MS e foram identificadas as substancias 1
(43,2 mg) e 2 (24,2 mg) que estavam isoladas.

Outra aliquota de (3 g) do extrato EtOH 70% foi ressuspendidas em H,O
(300 mL) e adsorvida em resina Diaion HP-20 Merck (30 g). Em seguida, a solugéo
foi agitada em placa magnética e, posteriormente, tratamentos subsequentes foram
realizados lavando em funil de Buchner a resina com 100 mL de agua e, em
seguida, 100 mL de metanol 20%, 40%, 60%, 80%, 100%. Cada etapa foi repetida

3 vezes. As subfracdes resultantes foram concentradas em rotoevaporador,
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analisadas por TLC e reagrupadas em 3 fragbes: HP-H,O, .HP-20%-80% e HP-
100%.

A fracdo HP-20%-80%, enriquecida em saponina, fora submetida a
cromatografia liquida de média eficiéncia (MPLC) com coluna C18 (15cmx3 cm d.i)
em método gradiente 5%-100% (metanol/H,O) sob fluxo de 10 mL/min. As
subfracdes foram coletadas a cada 10 min, analisadas por TLC e reagrupadas em
11 fracdes (MP).

As fracdes MP's foram purificadas por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (Knauer Azura) acoplado a detector de indice de refracdo (Knauer
Smartline RI Detector) (HPLC-RI) com coluna semipreparativa C18 (250x10mm 5
pm) em método isocratico 75% (metanol/H,O) sob fluxo de 2mL/min. Esse

fracionamento resultou no isolamento da substancia 5 (45 mg).

Identificacao

A identificacdo das substancias isoladas foi realizada através de
espectrometria de massas por infusdo direta em modo negativo usando ionizacéo
por Electrospray e analisador de ion Trap (FIA-ESI-IT-MS") e por cromatografia
liguida de ultra eficiéncia acoplada a detector de conjunto de fotodiiodos (UPLC-
DAD) e cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrébmetro de
massas (UPLC-MS). O FIA-ESI-IT-Ms" foi desenvolvido sob as seguintes
condicdes: gas de nebulizacdo nitrogénio; temperatura do capilar fixada em 350°C;
vacuo de 1,14 Torr. As analises por UPLC-DAD foram realizadas sob as seguintes
especificagdes: coluna Acquity UPLC® BEH C18 (2,1 x 50 mm 1.7um) e sistema
gradiente: 0-7min (5-100% MeOH) sob fluxo de 0,350 mL/min. Os solventes

utilizados foram agua acidifica (0,1% acido formico) e metanol acidificado (0,1%
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acido férmico). As andlises UPLC-MS foram realizadas sob as seguintes
especificacdes: coluna Acquity UPLC® BEH C18 (2,1 x 50mm 1.7 pm) e sistema
gradiente: 0-7 min (5-100% MeOH) sob fluxo de 0,350 mL/min e temperatura do
capilar 280°C. Os solventes utilizados foram agua acidifica (0,1% acido férmico) e
metanol acidificado (0,1% acido férmico). O gas de nebulizac&o foi de nitrogénio. A
temperatura do capilar foi fixada em 350°C. O vacuo dentro do espectrémetro de
massas foi de 1,14 Torr.

As analises por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram feitas por
meio de espectros de *H (600MHz), de'*C (150MHz) e de espectros 2D obtidos
em aparelho Bruker Avance Il 600 usando (CD3),SO como solvente e TMS como

controle interno.

Panorama quimico do género Rhipsalis

Para a obtencdo do panorama quimico de Rhipsalis foram utilizados os
extratos MeOH obtidos através da maceracdo. Foram avaliadas 6 espécies e 2
subespécies buscando maior representatividade do género.

As espécies avaliadas neste trabalho foram coletadas em diferentes regifes,
mas o material avaliado de cada espécie foi proveniente do cultivo da colecédo do
Laboratorio de Morfologia Vegetal do Instituto de Biociéncias, sendo que cada
espécie foi aclimatada por pelo menos 3 meses para reduzir possiveis influéncias
de fatores abidticos. ApOs a aclimatacéo, individuos da mesma espécie, porém de
origens diferentes foram avaliados quanto a sua composi¢ao quimica. Nao foram
encontradas varia¢cdes qualitativas nem quantitativas entre individuos da mesma
espécie, porém origens diferentes. A partir disto o trabalho seguiu utilizando

amostras com o pool de todos os individuos coletados da mesma espécie.
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Para obtencdo do panorama quimico, as solucbes estoque foram
primeiramente submetidas a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
detector de fotodiodos em série com detector de espalhamento de luz (HPLC-DAD-
ELSD) equipado com detector de conjunto de fotodiiodos UV-DAD (MD-2018 Plus),
modelo Jasco LC-Net III/ADC, em série com detector de Espalhamento de Luz
(ELSD) (ELS-2040 Jasco Co.). O método utilizado foi gradiente 0-60 min (5%-
100%) e os solventes utilizados foram metanol e H,O, ambos acidificados com
acido formico 0,1%.

Em seguida, aliquotas (200 uL) das solucdes estoque foram diluidas em
1mL de MeOH/H,O (8:2 v/v) para a concentracdo de 1 mg/mL e submetidas a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrébmetro de massas
(UPLC-MS sob as seguintes especificacdes: coluna Acquity UPLC® BEH C18 (2,1
x 50 mm 1.7 ym) e sistema gradiente: 0-7 min (5-100% MeOH) sob fluxo de 0,350
mL/min e temperatura do capilar 280°C. Os solventes utilizados foram &agua
acidificada (0,1% acido férmico) e metanol acidificado (0,1% &cido formico).

Aliquotas (1 uL) das solugBes estoques foram diluidas em 1 mL MeOH/H,O
(8:2 v/v).para a concentracdo de 5 ppm. As solucfes resultantes foram analisadas
por espectrometria de massas por infusdo direta em modo negativo usando
ionizacdo por Electrospray e analisador de fon Trap (FIA-ESI-IT-MS") sob as
seguintes condicdes: gas de nebulizacdo nitrogénio; temperatura do capilar fixada

em 350°C; vacuo de 1,14 Torr.

Analise de Componentes Principais (PCA)
As diferencas na composicdo quimica dos extratos foram avaliadas

estatisticamente utilizando-se dos perfis obtidos por UPLC-ESI-IT-MS para cada
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espécie de coleta, obtendo-se um panorama quimico das espécies. As variaveis
relativas a composi¢cdo quimica dos extratos, tempo de retencdo, m/z e area dos
picos cromatograficos, foram sintetizadas utilizando a analise de Componentes
Principais (PCA). Para caracterizar a variabilidade dos dados de cada espécie
foram criadas duas matrizes, uma com dados semi-quantitativos e outra com 0s
dados qualitativos (presenca e auséncia). A partir desses dados também foi
realizada andlise de agrupamento hierarquico a fim de avaliar o grau de
variabilidade entre as espécies.

O processamento dos dados de LC-MS foi realizado no software MZmine 2
(Pluskal et al, 2010) e a andlise estatistica multivariada dos dados, no software

SIMCA.

Avaliacdo das atividades bioldgicas
Avaliacdo da atividade antioxidante

Ensaio colorimétrico com 2,2- difenil-picrilhidrazila (DPPH)/deteccdo do
potencial sequestrador de radicais livres padronizado por RUFINO et al, 2007 com
adaptacdes. Em solucdo, o radical DPPH apresenta cor violeta intensa que é
consequéncia do elétron desemparelhado. Esse radical absorve a 515 nm e um
decréscimo nesse comprimento de onda ocorre pela estabilizacdo do radical
através do recebimento de um hidrogénio radicalar da espécie antioxidante, que é
indicada pela mudanga de cor. Foram aplicados 20 mL das amostras a serem
testadas em diferentes concentragdes (12,5/25/50/100/200 mg/mL) em placas Elisa
96 pocos e, entdo, foram adicionados 280 mL de solucdo a 0,06 mM de DPPH a
cada poco. Apos 30 minutos de reacao, realiza-se a leitura da absortividade molar

destas solugcdes a 515 nm. O decréscimo na absortividade molar expressa o
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potencial antioxidante da amostra teste que € representada por uma curva da

concentracao pela porcentagem da variacdo da absortividade molar (A).

Avaliagéo do potencial antifangico in vitro

A avaliacdo do potencial antifungico foi realizada no Departamento de
Ciéncias Biologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara-
UNESP pelo grupo de pesquisa da Profa. Dra. Tais Maria Bauab.

Para a avaliacdo da atividade antifingica dos extratos de R. cereuscula, R.
paradoxa e R. teres foram empregados as seguintes linhagens de Candida: C.
albicans (ATCC 10231), C. krusei (ATCC 6258), C. glabrata (ATCC 2001), C.
tropicalis (ATCC 750) e C. parapsislosis (ATCC 22019). As cepas foram mantidas
em Caldo Sabouraud dextrose (CSD) acrescido de 20% de glicerol e estocadas a -
20°C. Para o uso, aliquotas foram cultivadas em 3 mL de CSD e incubadas a 37°C

por 48 horas.

Determinacdo da concentracéo inibitéria minima (CIM)

A determinacdo da CIM dos extratos vegetais frente as cepas fungicas foi
realizada através da técnica de diluicio em microplacas de acordo com as
metodologias descritas nas normas do Clinical and Laboratory Standards Institute
M27-A3 (CLSI, 2008) com modificacdes. Estes protocolos foram empregados para
0S ensaios com as cepas de levedura e a bactéria respectivamente. Para a
realizacdo destas analises, as amostras vegetais foram solubilizadas em DMSO
(10%) na concentracéo inicial de 2000 pg/mL.

Os orificios das microplacas (96 pocos) foram preenchidos com 100 uL de

meio de cultura RPMI 1640, ajustado ao pH7,0 com tamp&do MOPs (acido 3-[N-
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morfolino] propanossulfénico). Em seguida foram acrescentados 100 uL do das
amostras vegetais e realizada a diluicdo seriada para que fosse estabelecida uma
faixa de avaliagdo que variou de 1000 a 7,8 pg/mL. Adicionalmente foram
distribuidos 100 pL das suspensdes dos micro-organismos (2,5x103 cel/mL) em
cada orificio das microplacas. As microplacas foram incubadas a 37°C por 48
horas.

Como controles positivos de inibicdo foram utilizados os farmacos
anfotericina B e fluconazol. Também foram realizados o controle do meio de
cultura, o controle de crescimento leveduriforme, o controle de esterilidade das

amostras vegetais e o controle negativo (solventes).

Determinacdo da concentracdo fungicida minima (CFM)

Ao final do periodo de incubacdo, hastes de madeira estéreis foram
utilizadas para repicar a mistura presente em cada um dos pocos em placas
contendo Agar Sabouraud Dextrose (ASD) a 37°C por 24 horas. Apés o periodo de
incubacdo a CFM foi considerada como a menor concentracdo que capaz de

impedir o crescimento do micro-organismo no meio de cultura.

Identificacdo das atividades

Para a revelacdo destes ensaios foram empregada uma solucdo de 2% de
cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdlio — TTC (leveduras), sendo este um revelador
indicativo de viabilidade celular (DUARTE et al, 2005). Os experimentos foram

realizados em triplicata.
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Edema de orelha induzido por xilol

A avaliacdo da atividade anti-inflamatodria foi realizada no Departamento de
Fisiologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu-UNESP pelo grupo de pesquisa
da Profa. Dra. Clelia Akiko Hiruma-Lima.

Para inducdo do edema 40 uL de xilol foram aplicados topicamente a orelha
esquerda dos camundongos (20 uL na face anterior da orelha, 20 pyL na face
posterior). A orelha direita foi utilizada como controle. Os animais (n=8-9), foram
submetidos a jejum por 2 horas, foram tratados 2 horas antes da inducdo com
dexametasona (5 mg/kg, i.p.) e uma hora antes da inducdo do edema com 0s
extratos nas doses 100, 200 e 400 mg/kg e o controle negativo (veiculo) por via
oral. Ap6s uma hora de inducédo do edema, os camundongos foram eutanasiados e
uma seccao circular (8 mm de diametro) de suas orelhas esquerdas e direitas
foram retiradas com o auxilio de um perfurador. Logo em seguida as orelhas foram
pesadas. O edema é expresso através da diferenca de massa (em miligramas)
entre a orelha direita e orelha esquerda (SWINGLE et al, 1981). Os animais
utilizados foram camundongos Swiss machos pesando 30-35g.

A andlise estatistica usada foi ANOVA de uma via seguida do teste de

Dunnett, o valor minimo para significAncia estatistica foi de P<0,05.

5. Resultados e Discusséo
Perfil quimico de R. teres

A partir da cromatografia em coluna de permeacédo em gel, foram isoladas
nas fracbes 4 e 5 as subtancias 1 e 2, respectivamente. As separacdes por resina
HP-20, MPLC e HPLC-RI resultaram no isolamento da substancia 5. As demais

substancias foram identificadas por FIA-ESI-IT-MS" do extrato EtOH 70% (Figura
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Figura 4: Espectro de massas full-scan do extrato EtOH 70% de R. teres

A substancia 1 eluiu no tempo de retencdo de 3,36 min (Figura 7).
Apresentou o ion referente a molécula desprotonada de m/z 593 [M-H] e
absorbancia maxima no UV em 271nm e 334 nm, caracteristico de flavonas (RICE-
EVANS et al, 1996) (Figura 5). Através da fragmentacao MS2 do ion precursor m/z
593 foram observados dois ions produtos m/z 503 [M-90-H] e m/z 473 [M-120-H].
Tais perdas condizem com o padrdo de fragmentacdo de uma flavona C-
glicosilada. A fragmentacdo MS3 do ion precursor m/z 503 gerou dois ions
produtos de m/z 413 [M-90-90-H] e m/z 383 [M-90-120-H]". O mesmo ocorreu para
0 ion precursor de m/z 473, que gerou os ions produtos de m/z 383[M-120-90-H] e
m/z 353 [M-120-120-H]’, e estes padrdes sugerem a presenca de uma hexoxe C-
ligada a flavona (FERRERES et al, 2018; FERRERES et al, 2003). Sabendo-se que

esta substancia possui duas unidades de hexose, concluimos que a aglicona

25



apresentava ion de m/z 271 [M-162-162-H]. Através destas caracteristicas
identificamos a substdancia como a vicenina Il (apigenina-6,8-di-C-

glucopiranosideo).

200000;
180000;
160000%
140000%

120000

A

~ 100000
80000
60000

40000

20000

e
200 250 300 350 400 450 500 550 600
wavelength (nm)

Figura 5: Espectro de absorbéncia UV-Vis da substancia 1

A substancia 2 apresentou caracteristicas similares a substancia 1, e tempo
de retencdo de 3,44 min (Figura 7), o ion referente a molécula desprotonada m/z
593 [M-H] e absorbancia maxima no UV em 271nm e 336nm, (RICE-EVANS et al,
1996) (Figura 6). Sua fragmentacdo MS2 seguiu padrdo diferente da substancia
anterior, o ion precursor de m/z 593 originou apenas um ion produto de m/z 431
[M-162-H]  caracterizando a perda de uma hexose ligada em um oxigénio da
flavona. Por sua vez, o ion precursor de m/z 431 originou dois ions produtos de m/z
341 [M-162-90-H] e o ion de m/z 311 [M-162-120-H], padrdes que indicam a
presenca de uma hexose C-ligada. Dessa forma esta molécula também possuia
duas unidades de glicose ligadas a flavona e, portanto, a aglicona também
apresentava ion de m/z 271 [M-162-162-H]". Analisando as caracteristicas dessa
substancia a identificamos como a saponarina (apigenina-6-C-glucosil-7-O-

glucosideo) (BRAUCH et al, 2018).
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Figura 7: Cromatograma da andlise por UPLC-MS com as substancias 1 e 2

A substancia 3 apresentou ion referente a molécula desprotonada de m/z
191 [M-H]. A fragmentacdo MS2 do ion precursor de m/z 191 gerou 0s ion
produtos de m/z 173 [M-18-H], m/z 147 [M-44-H] e de m/z 111 [M-80-H],
caracterizando a perda de uma molécula de H,O, de uma unidade de CO, e de
guatro hidroxilas, respectivamente. Tais caracteristicas permitiram a identificacao
desta substancia como acido quinico (HERNANDEZ et al, 2018).

A substéncia 4 apresentou caracteristicas similares a anterior, e foi

T 1
600
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identificada como 3-acido cafeoilquinico. Apresentou o ion referente a molécula
desprotonada de m/z 353 [M-H]". A fragmentacdo MS2 do ion precursor de m/z 353
originou os ions de m/z 335 [M-18-H] (perda de H,0), m/z 309 [M-44-H] (perda de
COy), m/z 191 [M-162-H] (perda de CgH;03), m/z 173 [M-180-H] (perda completa
do acido cafeico) e m/z 135 [M-218-H] (perda do &cido cafeico e de trés moléculas
de H,0). Este padrdo de fragmentacdo em que ocorre a perda de trés unidades de
H,O ap6s a cisdo com o acido cafeico € caracteristico do isébmero 3-acido
cafeoilquinico (HERNANDEZ et al, 2018; MARINA et al, 2004).

A substancia 5 apresentou o ion referente a molécula desprotonada de m/z
955 [M-H]. A fragmentacdo MS2 do ion precursor de m/z 955 gerou o ion produto
de m/z 793 [M-162-H]’, caracterizando a perda de uma unidade de hexose. Por sua
vez, o ion precursor de m/z 793 gerou, na fragmentacdo MS3, os ions produtos de
m/z 631 [M-162-162-H] referente & perda de duas unidades de hexose, m/z 595
[M-162-162-36-H] a perda de duas moléculas de H,O adicionais as duas unidades
de hexose e de m/z 455 [M-162-162-176-H], com a perda de duas unidades de
hexose e uma unidade de acido glicurdnico. Esse conjunto de dados é coerente
com uma unidade do acido oleandlico ligada a uma sequencia sacaridica contendo
4 unidades de acucares.

Essa substancia foi isolada do extrato EtOH 70%. Quando analisada por
RMN, foram observados sinais caracteristicos do acido oleandlico para a aglicona
(Tabela 3) (ANDRADE et al, 2002). Os sinais e a posi¢do dos acucares foram
determinados através de experimentos HMBC e HMQC. O espectro HMBC indicou
correlacdo entre o sinal de 175,8 (C-28) com o sinal em 5,2 (H-1 glc), entre o sinal
de 88,4 (C-3) com o sinal em 4,3 (H-1 glcA) e entre o sinal em 73,2 (C3'-gIcA) com

o sinal em 4,2 (H-1 glc), o que indica a presenca de uma unidade de glicose na
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posicdo 28, de uma unidade de &cido glicurénico na posicédo 3 do acido oleandlico
e de uma unidade de glicose conectada na posicédo 3' do acido glicurénico (Tabela

4).
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Aglicona Referéncia de acido oleandlico (ANDRADE et al, 2002)
C1l 39,2 39,7
Cc2 25,8 26,8
C3 88,4 90,0
c4 41,7 40,2
C5 55,4 56,9
C6 18,2 19,3
Cc7 32,7 32,6
C8 40,7 40,7
C9 47,5 48,0
C10 38,6 37,8
Cc11 23,5 24,5
C12 122,1 123,8
C13 143,8 1447
Cl4 42,9 42,8
C15 30,7 28,9
Cl6 229 24,2
C17 46,3 47,1
C18 41,1 42,6
C19 45,9 47,2
Cc20 32,2 31,5
c21 33,6 34,9
Cc22 33,2 33,2
C23 28,1 28,0
C24 16,9 15,6
C25 16,2 16,4
C26 229 17,1
c27 25,8 25,2
Cc28 175,6 178,1
C29 33,1 33,3
C30 23,0 23,8

Tabela 3: Deslocamentos quimicos de RMN 3¢ da aglicona da substancia 5.

RMN 13C (600 MHz, (CD3)2S0) & (ppm)
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Tabela 4: Sinais obtidos por RMN **C e *H dos aglicares da substancia 5.

28-Glc 3-GIcA 3'-Glc

Cl/H 105,1/4,3 104,0/4,2 94,5/5,2
Cc2' 76,3 72,7 72,7
c3' 85,3 73,2 72,6
c4' 69,9 68,6 70,8
C5' 78,1 76,4 77,0
C6' 173,2 60,9 61,0

RMN 13C e "H (600 MHz, (CD3)2S0) & (ppm)
Com base nos dados obtidos através dos experimentos supracitados,
identificamos a substancia 5 como Calendulaglicosideo C (MULEY et al, 2009)

(Figura 8).
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Figura 8: Padréo de fragmentacéo em MS" das saponinas de R. teres

As demais saponinas identificadas neste trabalho foram identificadas com
base na configuracdo estrutural obtida para o Calendulaglicosideo C, pois
apresentaram o mesmo padrédo de fragmentacdo. Assim, o core das saponinas de
R. teres corresponde a uma unidade de hexose ligada ao carbono 28 e uma
unidade de acido glicurdnico ligado ao carbono 3 do acido oleandlico.

A substancia 6 foi identificada como a saponina Calendulosideo F (CAO et
al, 2017). Esta substancia apresentou o ion referente a molécula desprotonada de

m/z 793 [M-HJ, ao qual, ao ser fragmentado na fragmentacdo MS2 originou os ions
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produtos de m/z 631 [M-162-H] (perda de unidade hexose), m/z 613 [M-162-18-H]
(perda de unidade de hexose e uma molécula de agua), m/z 569 [M-18-44-H]
(perda de COy) e de m/z 455 [M-162-176H] referente ao acido oleandlico. As
fragmentacdes sugerem que perdas dos grupos hidroxila e carboxila ocorrem
apenas apos a perda de uma unidade de hexose, 0 que sugere que esta unidade
de hexose esta ligada ao C-28 do acido oleandlico, protegendo o grupo carboxilico,
evitando que este seja fragmentado.

A substancia 7 apresentou padrdo de fragmentacdo semelhante aquele das
substancias supracitadas. O ion referente a molécula desprotonada de m/z 1117
[M-H], ao ser fragmentado na fragmentacdo MS2, originou o ion produto de m/z
955 [M-162-H], evidenciando a perda de uma unidade de hexose. Na
fragmentacdo MS3 o ion precursor de m/z 955 originou o ion produto de m/z 793
[M-162-162-H] (perda de duas unidades de hexose). A fragmentacdo em MS4 do
fon precursor de m/z 793 gerou os ions produtos m/z 631 [M-162-162-162-H]
(perda de trés unidades de hexose), m/z 613 [M-18-H] (perda de trés unidades de
hexose e uma molécula de agua), m/z 569 [M-18-44-H] (perda trés uniade de
hexose, uma molécula de agua e de CO;) e de m/z 455 [M-162-176-H] referente
ao acido oleandlico. Com base nesses resultados sugerimos a substancia 7 como a
Calendulaglicosideo A (UKIYA et al, 2006).

Através das sucessivas fragmentacdes em espectrdmetro de massas
sugerimos que a substancia 8 seja a Aralosideo C (WANG et al, 2017). Esta
substancia apresentou o ion referente a molécula desprotonada de m/z 1087 [M-H]
gue ao ser fragmentado em MS2 originou o ion produto de m/z 925 [M-162-H]
(perda de uma unidade de hexose). O ion precursor de m/z 925 gerou 0s ions

produtos de m/z 793 [M-162-132-H] (perda de uma unidade de hexose e uma
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unidade de pentose) e de m/z 763 [M-162-162-H] (perda de duas unidade de
hexose), na fragmentacdo MS3. Na fragmentacdo MS4 o ion de m/z 793 originou
os ions de m/z 631 [M-162-132-162-H] (perda de duas unidades de hexose e uma
unidade de pentose), m/z 613 [M-162-132-162-18-H] (perda de duas unidades de
hexose, uma unidade de pentose e uma molécula de 4gua), m/z 569 [M-162-132-
162-18-44-H] (perda de duas unidades de hexose, uma unidade de pentose, uma
molécula de 4gua e de CO;) e de m/z 455 [M-162-132-162-176H] referente ao
acido oleandlico, simultaneamente o ion precursor m/z 763 gerou os ions produtos
m/z 631 [M-162-162-132-H] (perda de duas unidades de hexose e uma unidade de
pentose), m/z 613 [M-162-162-132-18-H] (perda de duas unidades de hexose, uma
unidade de pentose e uma molécula de agua), m/z 569 [M-162-162-132-18-44-H]
(perda de duas unidades de hexose, uma unidade de pentose, uma molécula de
agua e de CO,;) e o de m/z 455 [M-162-162-132-176H] referente ao acido
oleandlico.

No experimento FIA-ESI-IT-MS" a substancia 9 apresentou o ion referente a
molécula desprotonada de m/z 1249[M-H]. Ao ser fragmentado na fragmentacéo
MS2 originou os ions de m/z 1087 [M-162-H] (perda de uma unidade de hexose),
m/z 955 [M-162-132-H] (perda de uma unidade de hexose e uma unidade de
pentose) e de m/z 925 [M-162-162H] (perda de duas unidades de hexose). O MS3
do ion de m/z 1087 gerou o ion produtos de m/z 925 [M-162-162-H], tal
fragmentacao sugere a perda de uma segunda unidade de glicose. Por sua vez, o
MS3 do ion de m/z 955 [M-162-132-H] gerou os ion produtos de m/z 793 [M-162-
162-132-H] caracterizando a perda de duas unidade de hexose e uma unidade de
pentose, m/z 613 [M-162-162-132-176-18-H] referente a perda de duas unidade de

hexose, uma de pentose, do acido glicurénico e uma molécula de agua, o grupo de
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ions de m/z 595 [M-162-162-132-176-18-18-H] (perda de duas unidades de
hexose, uma unidade de pentose, a perda do acido glicurénico e duas molécula de
agua) e de m/z 551 [M-162-162-132-176-18-18-44-H] (perda de duas unidades de
hexose, uma unidade de pentose, a perda do acido glicurdnico, duas molécula de
agua e um COy) e o ion de m/z 455 [M-162-162-132-180-158H] chegando ao core
proposto para as saponinas desta espécie. Com base nessas fragmentacdes e no
core de R. teres sugerimos a substancia 9 como um derivado di-glicosilado da
Aralosideo A (WANG et al, 2018). Esta saponina ainda ndo havia sido descrita até

0 momento.
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Figura 9: Substancias identificadas no extrato EtOH 70% de Rhipsalis teres
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As substancias majoritarias encontradas no extrato EtOH 70% de R. teres
sugerem gue 0S usos populares empregados para esta espécie podem estar
relacionados principalmente as saponinas. Dentre as diversas atividades relatadas
para as saponinas, duas chamam atencdo com relacdo ao tratamento de
pneumonia e doencas coronarias, sendo essas a atividade anti-inflamatoria e a
propriedade de complexacdo com colesterol (LOPEZ-ROMERO et al, 2017,
SIMOES et al, 2010; FRANCIS et al, 2002). A pneumonia é uma doenca infecciosa
gue induz a uma forte acao inflamatoria podendo ser utilizada muitas vezes como
diagndstico (MENDEZ et al, 2018). Dessa forma, substancias com propriedades
anti-inflamatérias sdo constantemente utilizadas no tratamento desta doenca.
Assim como na pneumonia, doencas coronarias induzem reacdes inflamatérias
provocadas pelo estresse oxidativo causado pelo acumulo de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) (SUBIRANA et al, 2018). Portanto, o extrato EtOH 70% de
Rhipsalis teres pode apresentar grande potencial terapéutico no tratamento de

pneumonia e doencas cardiacas corroborando o uso popular dessa espécie.

Panorama quimico do género Rhipsalis

Através dos cromatogramas obtidos por HPLC-PDA-ELSD observou-se trés
faixas distintas de tempos de retencédo contendo grupos de substancias similares.

O primeiro grupo foi detectado entre os tempos de retencdo 0 a 26 min no
comprimento de onda 254 nm (Figura 10). O segundo grupo foi observado entre os
tempos de retencdo 26 a 40 min nos comprimentos de onda de 254 nm e 360 nm
(Figura 11). O terceiro grupo de substéncias foi detectado a partir dos 40min e n&o
apresentou espectro de absor/bancia, sendo possivel detecta-los apenas por ELSD

(Figura 12).
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Estes resultados sugeriram que o0 primeiro grupo pertencia a classe dos
acidos fendlicos por apresentarem alta polaridade e apenas um comprimento de
onda em seu espectro de absorbancia (NETO et al, 2018); observou-se também
grande quantidade de agucares que eluiram na faixa de rt 0-5 min. O segundo
grupo apresentou caracteristicas de flavonoides, uma vez que apresentou alta-
meédia polaridade e espectro apresentava duas bandas de absorcdo maxima
(254nm e 360nm) correspondendo aos anéis A e B (RICE-EVANS et al, 1996),
enquanto o terceiro grupo nao apresentou absor¢do em nenhum comprimento de
onda e média-baixa polaridade indicando a classe das saponinas (YANG et al,

2018; LEBOT et al,2018), descritas na secao anterior.
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Figura 10: Cromatograma da andlise por HPLC das espécies do género Rhipsalis (A 254 nm)
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Figura 11: Cromatograma da analise por HPLC das espécies do género Rhipsalis (A 360 nm)
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O experimento UPLC-MS associado aos experimentos UPLC-PDA e FIA-
ESI-IT-MS" permitiu sugerir a presenca de 36 substancias, das quais 8 sédo
pertencentes a classe dos flavonoides e 28 a classe das saponinas (tabela 5). Nao
foi possivel detectar os compostos fendlicos presentes nos extratos, uma vez que o
tempo de corrida cromatografica foi reduzido, comprimindo o cromatograma,
consequentemente, os compostos fendlicos foram aglutinados com os acucares

impossibilitando a analise.
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Tabela 5: Substancias sugeridas presentes no género Rhipsalis.

espécies de

absorbancia

rt (min) m/z MS" [M-H] ocorréncia max(nm) Substancia
3.77 593 503/473-383/353-365-271 RT 270,330  apigenina-Chex-Chex
3.79 593 431-341/311 RT 270,331 apigenina-Ohex-Chex
3.99 755 609-301 RP 260,360 guercetina-hex-dhex-dhex
4.25 739 593 - 447 — 285 RCE, RE, RP 270,330 luteolina-hex-dhex-dhex
4.3 769 623-477-315 RFF, RFH 260,360 metil-quercetina-hex-dhex.dhex
4.34 901 739 - 593 - 447 — 285 RCL 270,330 luteolina-hex-dhex-dhex-hex
4.8 285 256 — 241 RP 270,330 Luteolina
4,93 985 823 - 661 — 485 RE ac. metilidroxioleandlico-glicA-hex-hex
4,99 1133 971-809-647 —471 RFF, RT ac. hidroxioleandélico-glicA-hex-hex-hex
5.04 623 477-315 RFP 260,360 metil-quercetina-hex-dhex
5.16 1103 971-809 - 647 - 471 RCE, RFP ac. hidroxioleandlico-glicA-hex-hex-pent
5.32 971 809 - 647 — 471 RFF ac. hidroxioleandélico-glicA-hex-hex
5.32 985 823 - 661 — 485 RE, RFF ac. metilidroxioleandlico-glicA-hex-hex
5.45 809 647 — 471 RFF, RFP RT ac. hidroxioleandélico-glicA-hex
5.45 823 661 — 485 RE, RFF ac. hidroxioleanolico-glicA-hex-hex
5.45 941 779 -647 —-471 RCE, RFP ac. hidroxioleandlico-glicA-hex-pent
5.67 985 823 - 661 — 485 RE ac. metilidroxioleandlico-glicA-hex-hex
5.77 971 809 - 647 — 471 RT ac. hidroxioleanélico-glicA-hex-hex
6.04 1249 1087 - 925 - 793 - 631 -455 RCE ac. hidroxioleandélico-glicA-hex-hex
6.22 823 661 — 485 RE ac. metilidroxioleandlico-glicA-hex
6.23 1249 1087 - 925 - 793 - 631 -455 RCE ac. oleandlico-glicA-pent-hex-hex-hex
6.3 971 809 - 647 — 471 RCL ac. hidroxioleanolico-glicA-hex-hex
6.37 661 485 RE ac. metilidroxioleandlico-glicA
6.4 1249 }1227 - 955/925-793/763 ~ gy ac. oleandlico-glicA-pent-hex-hex-hex
6.52 1117  955-793 -631 — 455 RP, RT ac. oleandlico-glicA-hex-hex-hex
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6.53 1087 925 - 763 -631 — 455 RCE,RFP ac. oleandlico-glicA-hex-pent-hex
6.53 1219  1087-925 - 763 -631 — 455 RFP ac. oleandlico-glicA-pent-hex-hex-pent
6.61 1087 925 - 763 -631 — 455 RCE, RP, RT ac. oleandlico-glicA-hex-pent-hex
6.72 955 793 - 631 — 455 RE, RFF, RFP RP, RT ac. oleandlico-glicA-hex-hex

6.79 1057 895-763- 631455 RCE, RFH, RFP, RP ac. oleandlico-glicA-pent-pent-hex
6.84 925 763 - 631 - 455 ROF, REF, REH, RP, 4c. oleandlico-glicA-pent-hex

6.89 793 631 — 455 RE, RFF, RFP, RT ac. oleandlico-glicA-hex

7.34 955 793 - 631 — 455 RCL, RT ac. oleandlico-glicA-hex-hex

7.37 925 763 - 631 — 455 RP, RT ac. oleandlico-glicA-pent-hex

7.55 763 631 — 455 RCE, RP ac. oleandlico-4. glic-pent

7.55 793 631 — 455 RFP, RT ac. oleandlico-glicA-hex

RCE - Rhipsalis cereuscula; RCL - Rhipsalis clavata; RE - Rhipsalis elliptica; RFF - Rhipsalis floccosa floccosa; RFH - Rhipsalis floccosa hohenauensis; Rhipsalis floccosa
pulvinigera; RP - Rhipsalis paradoxa; RT - Rhipsalis teres; Pent - pentose; DHex - Desoxiexose; Hex - hexose; glicA - &cido glicurbnico; Chex — hexose C-ligada; Ohex —

hexose O-ligada
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Com a elucidacéo das principais substancias, observamos que as saponinas
presentes no género Rhipsalis sdo predominantemente derivadas do acido
oleandlico. Entretanto, em algumas substancias foi possivel observar derivados
hidroxilados (m/z 471) e metoxilados (m/z 485). Ao analisarmos as unidades
sacaridicas das saponinas, foi observado que em todas as substancias havia uma
unidade de acido glicurénico ligada diretamente a aglicona. Nos casos em que
havia ocorréncia de mais de uma unidade sacaridica ligada a aglicona, esta se
apresentava seguindo o mesmo padrdao observado no item anterior: uma unidade
de &cido glicurénico ligada ao C-3 da aglicona e uma unidade de hexose ligada ao
C-28 da aglicona, enquanto que os demais acucares se ligavam em cadeia linear a
partir do acido glicurénico. Esta constatacéo foi possivel através dos padrdes de
fragmentacdo em que em todas as moléculas sempre ocorria a perda de um grupo
carboxila apés a perda de uma hexose, sugerindo que esta hexose protege o
grupamento carboxila situado no C-28 do acido oleandlico.

Os flavonoides, apesar de menos abundantes, apresentaram maior variacao
estrutural. As agliconas apresentaram ions de m/z 271, m/z 285, m/z 301 e m/z 315
(SALIM et al, 2018; FERRERES et al, 2018; ROY et al, 2015) as quais foram
identificadas por seus espectros de absorbancia como apigenina, luteolina,
guercetina e quercetina metilada (ZHANG et al, 2018; FERRERES et al, 2018),
respectivamente. Os acucares apresentavam-se, principalmente, O-ligados em
cadeias de no maximo quatro acucares. Entretanto, duas substancias derivadas da
apigenina apresentaram padrdes diferentes nas ligacbes entre a aglicona e os
acucares. A vicenina Il possui dois agucares ligados diretamente aos carbonos da

aglicona promovendo a fragmentagcdo subsequente de m/z 120 e m/z 90
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observados (FERRERES et al, 2018; FERRERES et al, 2003), diferentemente das
hexoses ligadas ao oxigénio da aglicona, que mostram perdas de 162 Da
(FERRERES et al, 2018). No caso da Saponarina, esta substancia apresenta um
dos acucares ligados ao oxigénio da aglicona e outro ao carbono correspondendo a
fragmentacdo observada da perda de m/z 162 referente a uma hexose e das
perdas de m/z 120 e m/z 90 em sequéncia (BRAUCH et al, 2018).

Assim, com base nos resultados obtidos por UPLC-PDA e FIA-ESI-IT-MS"
foi possivel a identificacdo do fingerprint de cada uma das espécies e subespécies

analisadas (Tabela 6).
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Tabela 6: Fingerprint sugerido para cada espécie do género Rhipsalis avaliada.

rt (min) m/z [M-H] fragmentagdo MS" Substancia proposta
Rhipsalis cereuscula 6.6 1087 925-763 -631 —455 ac. oleandlico-glicA-hex-pent-hex
6.78 925 763 -631-455 ac. oleandlico-glicA-pent-hex
Rhipsalis clavata 4.34 901 739 - 593 - 447 - 285 luteolina-hex-dhex-dhex-hex
6.26 971 809 - 647 -471 ac. hidroxioleandlico-glicA-hex-hex
6.8 1013 851-584-513 NI
7.2 955 793 -631-455 ac. oleandlico-glicA-hex-hex
Rhipsalis elliptica 4.32 739 593 - 447 - 285 luteolina-hex-dhex-dhex
5.28 985 823 -661-485 ac. metilidroxioleandlico -glicA-hex-hex
5.37 823 661 —485 ac. metilidroxioleandlico -glicA-hex-hex
6.22 823 661 — 485 ﬁg.xmetilidroxioleanélico-glicA -glicA-hex-
6.37 661 485 ac. metilidroxioleandlico-glicA
6.83 793 631 —-455 ac. oleandlico-glicA-hex
Rhipsalis floccosa floccosa 5.34 971 809 - 647 — 471 ac. hidroxioleanolico-glicA-hex-hex
6 1013 851-584-513 NI
6.68 955 793 -631-455 ac. oleandlico-glicA-hex-hex
Rhipsalis floccosa hohenauensis 5.34 971 809 - 647 — 471 ac. hidroxioleanolico-glicA-hex-hex
6.67 925 763 -631-455 ac. oleandlico-glicA-pent-hex
Rhipsalis floccosa pulvinigera 6.69 955 793 - 631 -455 ac. oleandlico-glicA-hex-hex
6.83 793 631 -455 ac. oleandlico-glicA-hex
7.46 793 631 —-455 ac. oleandlico-glicA-hex
Rhipsalis paradoxa 3.99 755 609-301 guercetina-hex-dhex-dhex
4.32 739 593 - 447 -285 luteolina-hex-dhex-dhex
4.8 285 256 -241 luteolina
6.61 1087 925-763 -631 —-455 ac. oleandlico-glicA-hex-pent-hex
6.69 1057 895 -763 - 631 -455 ac. oleandlico-glicA-pent-pent-hex
6.78 925 763 - 631—-455 ac. oleandlico-glicA-pent-hex
Rhipsalis teres 6.4 1249 1087 - 925 -793 - 631 -455 ac. oleandlico-glicA-pent-hex-hex-hex
6.57 1117 955 - 793 -631 - 455 ac. oleandlico-glicA-hex-hex-hex
6.72 955 793 -631-455 ac. oleandlico-glicA-hex-hex
6.87 793 631 —-455 ac. oleandlico-glicA-hex

ac. oleandlico = acido oleandlico; glicA = acido glicurdnico; pent = pentose; dhex = desoxiexose; hex = hexose; NI = ndo identificada
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Analise de componentes principais (PCA)

A andlise por PCA dos dados obtidos por UPLC-MS das 6 espécies e 2
subespécies avaliadas de Rhipsalis sugeriu, tanto para os dados semi-quantitativos
(figura 13) quanto para os dados qualitativos (presenca e auséncia) (Figura 14), a
presenca de um subgrupo A contendo as espécies Rhipsalis clavata, Rhipsalis
elliptica, Rhipsalis floccosa floccosa, Rhipsalis floccosa hohenauensis e Rhipsalis
floccosa pulvinigera. As outras espécies (Rhipsalis cereuscula, Rhipsalis paradoxa
e Rhipsalis teres) ndo formaram grupos e situaram-se distantes entre si no espaco
amostral. Entretanto, a analise dos dados semi-quantitativos apresentou maior

distancia entre as espécies quando comparada a analise dos dados qualitativos.
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Figura 13: Grafico 3D da distribuicdo das espécies de Rhipsalis por andlise de componentes principais dos dados semi-quantitativos
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Figura 14: Gréfico 3D da distribuicdo das espécies de Rhipsalis por analise de componentes principais dos dados qualitativos

Este resultado é mais evidente quando avaliamos os dados semi-
guantitativos e qualitativos por HCA. A HCA dos dados qualitativos também aponta
um grupo principal composto pelas espécies R. clavata, R. elliptica, R. floccosa
floccosa, R. floccosa hohenauensis e R. floccosa pulvinigera. Porém, R. teres
ocorre em um grupo préximo do principal, enquanto R. cereuscula e R. paradoxa
formam outro grupo hierarquico, no qual cada uma comp8e um subgrupo deste
(Figura 15), porém a diferencas na similaridade entres os grupos é inferior a 5
(Figura 16). Para os dados semi-quantitativos, a HCA apontou a formacao de um
grupo principal composto pelas mesmas espécies das analises anteriores e
simultaneamente evidenciou um subgrupo com as subespécies de R. floccosa,
entretanto, as espécies R. cereuscula, R. paradoxa e R. teres formaram cada uma

um grupo distinto (Figura 17) e apresentaram diferencas na similaridade que

variaram entre 3 e 8,9 (Figura 18).
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Figura 15: Dendograma obtido por HCA dos dados qualitativos dos extratos MeOH
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Figura 16: Dendrograma obtido por HCA dos dados qualitativos dos extratos MeOH com os valores exatos da distancia observada entre cada
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Figura 17: Dendrograma obtido por HCA dos dados quantitativos dos extratos MeOH
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RT
RP 8.99222
RCE 7.69136
RCL 3.02826
RE 0.474765
RFF 0.289702
RFH 0.274877
RFP | 0.0887307

cada agrupamento

Do ponto de vista dos resultados qualitativos, as substancias avaliadas
apresentaram pouca variacdo em sua diversidade. Desta forma, a analise de HCA
apontou baixa diferenca na similaridade entre as espécies sugerindo que, assim
como as caracteristicas morfolégicas, ha uma intergradacéo no perfil quimico das
espécies de Rhipsalis tornando os dados qualitativos ineficientes na identificacédo
das espécies.

Com relacdo aos resultados quantitativos, foram observadas variacdes
significativas no teor das substancias avaliadas. Através da andlise de HCA foi
observada maior diferenca na similaridade entre as espécies, indicando que as
espécies de Rhipsalis apresentam pouca diversidade de substancias entre elas,
porém ha grande variacdo na abundancia dessas substancias entre as espécies.
Em vista disto, dados quantitativos sdo necessarios para a identificacdo das
espécies pertencentes a Rhipsalis.

No que diz respeito a filogenia, os dados semi-quantitativos se alinharam de
maneira mais aproximada com a proposta filogenética de KOROTKOVA et al
(2011). Ao analisarmos nossos resultados a luz das arvores filogenéticas
de CALVENTE et al. (2011) e de KOROTKOVA et al. (2011) (figura
19), o dendrograma obtido por HCA dos dados semi-quatitativos se aproximou

ao cladograma de KOROTKOVA et al. (2011) com excec¢éo de R. ellpitica a qual

Figura 18: Dendrograma obtido por HCA dos dados quantitativos dos extratos MeOH com os valores exatos da disténcia observada entre
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representa o grupo Phyllarthrorhipsalis (Rhipsalis de ramos achatados) e se
encontra como grupo mais derivado nessa proposta. Em adi¢do, nossos resultados
sugerem uma posi¢do intermediéria entre R. floccosa (Calamorhipsalis) e R.
clavata (Erythrorhipsalis). Por outro lado, o dendrograma obtido com base nos
dados gualitativos nao se alinhou com nenhuma

das duas propostas (CALVENTE et al. 2011; KOROTKOVA et al. 2011).

52



1 Rhipsalis crispata

1| 100 Rhipsalis oblonga
| 1 Rhipsalis cuneata
100 Rhipsalis occidentalis

Rhipsalis elliptica
" 1 Rhipsalis micrantha f. kirbergii
77 | 9 Rhipsalis micrantha f. micrantha
Rhipsalis micrantha f. rauhiorum
Rhipsalis ewaldiana Phyliarthrorhipsalis
Rhipsalis goebeliana
Rhipsalis olivifera
Rhipsalis agudoensis
Rhipsalis russellii
Rhipsalis cereoides
Rhipsalis pachyptera
[] Rhipsalis pittieri
Rhipsalis grandiflora
Rhipsalis baccifera subsp. horrida
Rhipsalis baccifera subsp. erythrocarpa
Rhipsalis baccifera subsp. mauritiana
Rhipsalis baccifera subsp. baccifera
O Rhipsalis sulcata
Rhipsalis teres f. teres
Rhipsalis teres f. heteroclada
Rhipsalis teres f. prismatica
Rhipsalis teres f. capilliformis
Rhipsalis hileiabaiana
Rhipsalis mesembryanthemoides
Rhipsalis shaferi
[7] Rhipsalis lindbergiana
Rhipsalis pentaptera
Rhipsalis pacheco-leonis subsp. catenulata
Rhipsalis pacheco-leonis subsp. pacheco-leonis
Rhipsalis paradoxa subsp. paradoxa
|| Rhipsalis paradoxa subsp. septentrionalis
1 ] Rhipsalis burchellii
Rhipsalis pulchra
Rhipsalis campos-portoana
Rhipsalis pilocarpa
Rhipsalis cereuscula
Rhipsalis juengeri
Rhipsalis clavata f. clavata
__| Rhipsalis clavata f. delicatula
[] Rhipsalis dissimilis f. dissimilis
Rhipsalis floccosa subsp. floccosa
Rhipsalis floccosa subsp. hohenauensis
Rhipsalis floccosa subsp. pulviningera
Rhipsalis trigona
Rhipsalis dissimilis f. epiphyllanthoides
Rhipsalis floccosa subsp. oreophila
|| Rhipsalis floccosa subsp. tucumanensis
[ Rhipsalis neves-armondii f. megalantha
Rhipsalis neves-armondii f. neves-armondii
Rhipsalis puniceodiscus
|| Rhipsalis hoelleri
Lepismium houlletianum f. houlletianum
Lepismium houlletianum f. regnellii
. Lepismium cruciforme Lepismium
I Lepismium warmingianum

0.85
63

Rhipsalis

0.96
77

Goniorhipsalis

} Epallagogonium

Erythrorhipsalis

Calamorhipsalis
0.96
87

Lepismium lorentzianum

1 E Lepismium lumbricoides f. lumbricoides Ophiorhinsalis
100 Lepismium lumbricoides f. aculeatum P Ll

1 Rhipsalidopsis xgraeseri
1 fEE Rhipsalidopsis rosea
|

Rhipsalidopsis gaertneri

|) Rhipsalideae

=]
8

1 Hatiora cylindrica
1 WE I Hatiora salicornioides
L W Hatiora herminiae Barthlott and Taylor (1995)

Schlumbergera truncata
Schiumbergera kautskyi
Schlumbergera russelliana

I Rhipsalis subg. Rhipsalis
"] Rhipsalis subg. Erythrorhipsalis
Hatiora epiphylloides subsp. bradei | Rhipsalis subg. Epallagogonium

Hatiora epiphylloides subsp. epiphylicides [] Rhipsalis subg. Calamorhipsalis
Schlumbergera microsphaerica B [ cpismium subg. Lepismium
Schlumbergera opuntioides I [ epismium subg. Ophiorhipsalis
Browningia hertlingiana I Lepismium subg. Houlletia

Echinopsis aurea . I Hatiora subg. Rhipsalidopsis
N utgrou
Pfeiffera monacantha areup I Hatiora subg. Hatiora

Figura 19:
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Proposta filogenética para o género Rhipsalis com base em marcadores moleculares (Korotkova et al

Schiumbergera orssichiana B Rhipsalis subg. Phyllarthrorhipsalis

. 2011)
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Avaliacdo das atividades bioldgicas

A avaliagdo dos extratos EtOH 70% por HPLC-DAD-ELSD indicou a
presenca das mesmas substancias identificadas nos extratos MeOH. Entretanto,
nos cromatogramas obtidos por light scattering podemos observar que 0s picos
majoritarios sao eluidos logo nos primeiros minutos indicando a elevada polaridade
destas substancias (Figura 20). Em contrapartida, nos cromatogramas obtidos por
DAD os mesmo picos nado foram detectados (Figura 21 e 22). Dadas as
caracteristicas obtidas para essas substancias, as identificamos como sendo
acucares livres oriundos da hidrélise da mucilagem. Nos extratos EtOH 70%e
foram observadas quantidades muito maiores desses acucares quando

comparados aos extratos MeOH.
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Figura 20: Cromatograma da analise por HPLC dos extratos EtOH 70% de R. cereuscula, R. paradoxa e R. teres (detector ELSD)
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Figura 21: Cromatograma da analise por HPLC dos extratos EtOH 70% de R. cereuscula, R. paradoxa e R. teres (A 254 nm)
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Figura 22: Cromatograma da analise por HPLC dos extratos EtOH 70% de R. cereuscula, R. paradoxa e R. teres (A 360 nm)
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Avaliacao da atividade antioxidante

Das trés espécies avaliadas apenas R. paradoxa apresentou atividade
antioxidante significativa. Apesar disto, a atividade antioxidante apresentada foi
relativamente baixa apresentando Atividade Antioxidante Total (AAT) de 4,1g9/g (g
de extrato/g de DPPH), concentracdo que induz metade do efeito maximo (ECsp)
576 ug/mL e atividade antioxidante equivalente a acido galico (EqAc.Gal) de 28,3

0/g (g de extrato/g de acido galico) (Figura 23).

Atividade antioxidante R. paradoxa

y = -0.00041x + 0.5404
R? = 0.897

0.174

Absorbancia (515nm)

200 400 600 800 1000

Concentracdo (ug/ml)

Figura 23: Curva da atividade antioxidante observada para o extrato EtOH 70% de R. paradoxa

Apesar da composicdo quimica de Rhipsalis spp e principalmente R.
paradoxa indicar grande potencial antioxidante por apresentarem diversos
compostos fenolicos como visto anteriormente, nossos resultados ndo corroboram
este potencial. Diversos estudos afirmam que a atividade antioxidante esta
diretamente ligada ao teor de compostos fendlicos do extrato (IBRAHIM et al, 2017,
MANIHURUK et al, 2016; NURLIRYANA et al, 2010). Um fator que pode estar
influenciando os resultados foi o periodo de coleta das espécies. A estacdo
escolhida foi o inverno com o intuito de diminuir o teor de agua no material vegetal.

Entretanto, diversos estudos apontam que com a reducdo de 4gua em periodos de
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seca, as porcentagens de acuUcares livres e mucilagem aumentam nos tecidos
vegetais, dado que a mucilagem é basicamente um polissacarideo com funcao de
armazenamento de agua (ANDERSON, 2011; ARRUDA et al, 2005; NERD;
NOBEL 1991; SUTTON et al, 1981). O estudo realizado por BUJOR et al (2018)
sugere que extratos de mirtilo-vermelho (Vaccinium vitis-idaea L.), que contém
elevada concentracdo de agucares, apresentam menor teor de compostos fendlicos
e, consequentemente, menor atividade antioxidante. Portanto, provavelmente a
baixa a moderada atividade apresentada pelo extrato de R. paradoxa é
consequéncia da alta quantidade de acucares na forma livre os quais sobrepde
claramente o teor dos compostos bioativos; dessa forma, a dosagem do extrato
bruto ndo representa o valor real da dosagem das substancias com potencial

biolégico diminuindo a eficiéncia do extrato.

Avaliacao do potencial antifangico in vitro
A Tabela 7 apresenta os resultados da determinacdo do potencial
antifungico dos extratos de Rhipsalis spp. elucidando os valores de CIM e CFM

sobre as cepas de Candida albicans, C. krusei, C. glabrata e C. parapsislosis.

Tabela 7: A atividade antifingica de extratos de Rhipsalis spp frente as espécies de C. albicans, C. krusei, C.
glabrata e C. parapsislosis

CIM / CFM (pg/mL)

Amostras . . L "
C. albicans C. krusei C.glabrata  C. tropicalis C. parapsilosis
ATCC 10231 ATCC 6258 ATCC 2001 ATCC 750 ATCC 22019
R. cereuscula 1000/- -/- 500/1000 1000/- 1000/-
R. paradoxa 1000/- -/- 500/500 1000/- 1000/-
R. teres 1000/- 1000/1000 1000/- 1000/- 1000/-

DMSO - - - - -




CIM= concentracgao inibitéria minima; CFM= concentracéo fungicida minima; (-)= sem inibigédo

De acordo com os dados apresentados na Tabela 7 nota-se que as
amostras vegetais exerceram padrdes inibitérios distintos, entretanto, destacam-se
os valores de inibicdo contra a espécie C. glabrata, sendo esta a espécie que
mostrou maior suscetibilidade aos derivados vegetais empregados na investigacao.

A pesquisa cientifica voltada a busca de novas substancias bioativas com
potencialidade antimicrobiana ndo apresenta uma classificagcdo consensual em
relacdo aos valores de CIM obtidos por derivados vegetais frente a micro-
organismos patogénicos. Em um estudo realizado por ALIGIANNIS et al. (2001),
foram considerados como inibidores potentes o0s extratos que apresentaram
valores de CIM iguais ou menores que 500 ug/mL; valores entre 600 e 1500 pg/mL
como inibidores moderados e acima de 1600 ug/mL como inibidores fracos. O
estudo desenvolvido por GALUCCI et al (2014) considerou como promissores
compostos inibitérios de cepa de Candida spp. com concentracbes que
apresentaram CIM inferiores a 1000 pg/mL. Neste sentido, os resultados
reportados nesta investigagcdo mostram-se promissores especialmente em
investigagbes que visam buscar uma nova alternativa terapéutica de infecgdes
causadas por C. glabrata.

Provavelmente, a atividade observada esta relacionada as saponinas. Essas
substancias apresentam capacidade de alterar a membrana plasmatica que
indiretamente pode apresentar atividade antifingica (SIMOES et al. 2010).

Entretanto, para se obter resultados condizentes com as substancias
bioativas dos extratos, se faz necessario um clean-up que reduza o teor de

acucares dos extratos de Rhipsalis ssp.

Atividade anti-inflamatoéria
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Os extratos de Rhipsalis teres e Rhipsalis paradoxa apresentaram baixa

atividade anti-inflamatoria sendo significante apenas nas concentracfes de 400

mg/kg. Por outro lado, para o extrato de Rhipsalis cereuscula foi observada

atividade significativa na menor concentracao (100 mg/kg) e na maior concentracao

(400 mg/kg); na concentracdo intermediaria a atividade anti-inflamatéria néo

demonstrou diferenca estatistica com o controle (Figura 24).

5
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Figura 24: Atividade anti-inflamatoria do extratos EtOH 70% de Rhipsalis spp.

A atividade anti-inflamatéria apresentada pelas espécies avaliadas

pode
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estar associada a duas principais classes de metabdlitos secundarios presentes
nos extratos EtOH 70% : as saponinas e os flavonoides. Segundo Simdes et al
(2010), a propriedade anti-inflamatoria de saponinas é conhecida ha muito tempo
tendo sido descrita para saponinas de diversas espécies vegetais. Em revisao feita
por OSBOURN et al (2011), saponinas de 50 plantas foram isoladas e sua
atividade anti-inflamatoria foram testadas e comprovadas, dentre estas, haviam
saponinas cuja aglicona possuia esqueletos de &cido oleandlico assim como
Rhipsalis spp. No que concerne aos flavonoides, NIJVELDT et al, (2001) apontam
diversos estudos que comprovam a atividade anti-inflamatodria desta classe e seus
mecanismos de acdo. Uma revisdo mais recente realizada por KUMAR; PANDEY
(2013) também relata multiplos mecanismos de acao anti-inflamatoria apresentada
pela classe dos flavonoides.

Entretanto, assim como na atividade antioxidante, o elevado teor de
acucares resulta em um menor teor de substancias bioativas e, consequentemente,
em uma menor atividade biolégica apresentada pelos extratos. Apesar disto, o
extrato de Rhipsalis cereuscula mostrou-se eficaz. Provavelmente, esta atividade
elevada esta relacionada a maior concentracdo de saponinas encontradas nesse

extrato.

6. Concluséao
A composicdo quimica de Rhipsalis teres consiste principalmente em
saponinas triterpénicas derivadas do acido oleandlico, as quais possuem unidades
sacaridicas ligadas tanto no carbono 3, quanto no carbono 28. Também ha a
ocorréncia, em menor quantidade, de acidos fendlicos e flavonoides. Essas classes

de substancias, geralmente, apresentam atividades anti-inflamatoria e
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hipocolesterébmica, as quais que podem estar relacionadas ao uso popular no
tratamento de pneumonia e doencas coronarias.

Os cactos do género Rhipsalis apresentaram trés classes principais de
metabdlitos secundarios: compostos fendlicos, flavonoides e saponinas. Os
flavonoides apresentaram diferentes agliconas como apigenina, luteolina e
guercetina quase sempre ligadas a unidades de desoxiexose, hexose ou acido
glicurdnico. As ligagbes entre o aclUcar e a aglicona eram majoritariamente O-
ligadas. Entretanto, na espécie Rhipsalis teres ocorreram duas substancias C-
glicosiladas. As saponinas consistiram em substancias derivadas do &cido
oleandlico associadas a uma ou até cinco unidades sacaridicas. Os acuUcares
apresentaram-se ligados tanto ao C-3 quanto ao C-28 e variavam entre pentose,
desoxiexose, hexose e acido glicurdnico. Esse ultimo, quando presente, sempre
estava ligado diretamente a aglicona. Estas moléculas, ao serem analisadas por
PCA e HCA, mostraram-se importantes na identificacdo das espécies, quando
avaliadas quantitativamente.

As atividades biol6gicas apresentadas pelas espécies R. cereuscula, R.
paradoxa e R. teres, condizem com seus perfis quimicos. Rhipsalis paradoxa foi a
Unica que apresentou atividade antioxidante dentre as espécies testadas, refletindo
seu teor mais elevado de composto fendlicos. Por outro lado, R. cereuscula
apresentou maior atividade anti-inflamatéria condizendo com o teor mais elevado
de saponinas. Quanto a atividade antifingica, todos os extratos apresentaram
atividade baixa a moderada, porém R. teres foi a Unica espécie que demonstrou
atividade contra todas as cepas testadas. De forma geral, as espécies testadas
apresentaram potencial terapéutico, entretanto, € necessaria uma filtracdo dos

extratos para que se reduza a quantidade de acucar oriunda da mucilagem e
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aumente o teor de substancias bioativas resultando em valores mais
representativos do potencial bioldgico destas substancias.

Este foi o primeiro trabalho a investigar estruturalmente os metabdlitos
secundarios do género Rhipsalisi e a indetificar o core de acido oleandlico presente

em todas saponinas desse género.
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