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RESUMO

Brito, A. F. S. Novas saponinas isoladas de Cereus jamacaru. 2018. 110 pag. Dissertacdo
(Mestrado em Farmacoquimica de Produtos Naturas e Sintéticos Bioativos) — Centro de
Ciéncias da Satude. Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2018.

Cereus jamacaru pertence a familia Cactaceae, ¢ popularmente conhecido no Brasil por
mandacaru, com ocorréncia nos estados do Piaui, Paraiba, Ceara, Sergipe, Rio Grande do
Norte, Alagoas, Pernambuco, Bahia e norte de Minas Gerais. O uso popular desta espécie ¢
relatado no tratamento de problemas uretrais, sifilis, dores na coluna cervical, sendo indicado
também no controle de diabetes, no tratamento de pedras vesiculares, problemas no aparelho
respiratério como tosses e bronquites, além de tulceras. Este trabalho teve como objetivo
contribuir com a ampliacdo do conhecimento quimico do género Cereus através do estudo
fitoquimico de Cereus jamacaru. Para isto, o material vegetal, ap6s seco e moido, foi
submetido a uma maceragdo com etanol a 95% por 72 horas, sendo esse processo repetido por
trés vezes, obtendo-se o extrato etanolico bruto (EEB). Uma aliquota do EEB (30,0g) foi
submetida a uma particdo liquido-liquido em uma ampola de separagdo com os solventes
hexano, diclorometano e acetato de etila. A fracdo acetato de etila foi submetida a uma
cromatografia em coluna utilizando Sephadex para realizar um fracionamento prévio desta
fracdo. Em seguida foi desenvolvido um método analitico por CLAE-DAD para a andlise das
fragdes 5-10, posteriormente, transposto para uma escala semipreparativa, sendo assim
possivel isolar uma saponina (CJ1) relatada pela primeira vez na literatura. Posteriormente,
foi desenvolvido um método de isolamento por CLAE-ESI-EM/EM, sendo assim possivel
isolar uma outra saponina (CJ2), também relatada pela primeira vez na literatura. Desta

forma, este trabalho revelou esta espécie como bioprodutora de saponinas triterpénicas.

Palavras-chaves: Cereus jamacaru, saponinas, cromatografia, espectrometria de massas.



ABSTRACT

Brito, A. F. S. New saponins isolated from Cereus jamacaru. 2018. 110 p. Dissertation
(Master's Degree in Pharmaceutical Chemistry of Natura and Synthetic Bioactive Products) -
Center for Health Sciences. Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, 2018.

Cereus jamacaru belongs to the family Cactaceae, is popularly known in Brazil by mandacaru,
occurring in the states of Piaui, Paraiba, Ceara, Sergipe, Rio Grande do Norte, Alagoas,
Pernambuco, Bahia and northern Minas Gerais. The popular use of this species is reported in
the treatment of urethral problems, syphilis, pain in the cervical spine, being indicated also in
the control of diabetes, in the treatment of vesicular stones, problems in the respiratory
apparatus such as coughs and bronchitis, as well as ulcers. This work aimed to contribute to
the expansion of the chemical knowledge of the genus Cereus through the phytochemical
study of Cereus jamacaru. For this, the vegetable material, after drying and ground, was
subjected to a maceration with 95% ethanol for 72 hours, this process being repeated three
times to obtain the crude ethanolic extract (BSE). An aliquot of the BSE (30.0g) was
subjected to a liquid-liquid partition in a separatory funnel with the solvents hexane,
dichloromethane and ethyl acetate. The ethyl acetate fraction was subjected to column
chromatography using Sephadex to perform a previous fractionation of this fraction. Then an
analytical method was developed by HPLC-DAD for the analysis of fractions 5-10, later
transposed to a semipreparative scale, thus it is possible to isolate a saponin (CJ1) reported for
the first time in the literature. Afterwards, a method of isolation by HPLC-ESI-EM / EM was
developed, thus it is possible to isolate another saponin (CJ2), also reported for the first time
in the literature. In this way, this work revealed this species as a bioproducer of triterpene

saponins.

Keywords: Cereus jamacaru, saponins, chromatography, mass spectrometry.
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1- INTRODUCAO

O bioma Caatinga conglomera partes dos territorios dos estados do Pernambuco,
Paraiba, Ceara, Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe, Alagoas, Bahia e parte de Minas Gerais
(ALVES et al., 2008). O clima semiarido, a pluviosidade em torno de 750 a 800 milimetros
anuais, além de diversos rios, fazem deste bioma um abrigo de alta diversidade de plantas,
répteis, fungos, mamiferos e algas (ARAUJO et al., 2005), o que o torna um vasto campo de
estudos (LEAL et al., 2003).

O uso de extratos fitoquimicos e vegetais para finalidades curativas ¢ uma das praticas
medicinais mais antigas da humanidade (GONCALVES et al., 2005). A aplicacao de plantas
medicinais para a cura de diversas doencas esta coligada a medicina popular em diversas
partes do mundo (COUTINHO et al., 2004).

A sintese de metabolitos secundarios pode ser motivada por diversos fatores, entre
eles: poluicdo atmosférica, sazonalidade, temperatura, nutrientes, altitude, ritmo circadiano e
desenvolvimento, disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, inducdo por estimulos
mecanicos ou ataque de patdgenos, que desfiguram a sua quantidade e, até a natureza dos
constituintes ativos presentes no tecido (GOBBO NETO; LOPES, 2007). Diante disso,
quando e como um vegetal € coletado ¢ um dos fatores de grande importancia, uma vez que,
variagdes podem ordenar ou alterar a producdo de metabolitos secundarios (FALKENBERG;
SANTOS; SIMOES, 2000). Para exemplificar, o teor de saponina em extrato aquoso de frutos
de Phytolacca dodecandra foi modificado durante o periodo de seca e chuva. Um alto teor de
saponinas foi descoberto em frutos colhidos durante o periodo de seca e pouco antes do inicio
da estagdo chuvosa (NDAMBA, LEMMICH ¢ MOLGAARD, 1994).

Saponinas sdo substdncias resultantes do metabolismo secundéario das plantas,
catalogados, sobretudo, com o sistema de defesa. Considerando artificio do sistema da defesa
das plantas e apontadas como “fitoprotetoras” (PIZARRO, 1999), as saponinas sdo
localizadas nos tecidos mais suscetiveis ao ataque bacteriano, fingico, ou predatério dos
insetos (WINA et al., 2005). Essa atividade se da como resultado da interacdo com os esterois
da membrana (FRANCIS et al., 2002).

De acordo com estudos, algumas espécies da familia Cactaceae foram inseridas no
Brasil na época do Império pelos portugueses para o cultivo da cochonilha (Coccus cati), que
produz o corante carmim, que tinha amplo valor comercial naquela época (LUCENA et al.,

2012a).
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Cereus jamacaru ¢ um cacto muito rdstico, cresce nas catingueiras arboreas e em
locais com solos carentes de nutrientes, e se divide regularmente, cobrindo amplas areas da
Caatinga em quase todo o nordeste brasileiro, ocorrendo nos estados da Bahia, Pernambuco,
Maranhao, Sergipe e também em parte de Minas Gerais (LIMA, 1996; ZAPPI; AONA, 2007).
Essa espécie ¢ descrita por Albuquerque e colaboradores (2007) em um grupo de dez plantas
nativas do Brasil como “alvos potencias para futuros estudos fitoquimicos e farmacolédgicos”,
sendo mostrado no tratamento de doengas respiratérias e renais em humanos (SOUZA, 2001),
ulceras estomacais, problemas cardiacos (SOCHA, 2003), atividade esquistossomicida
(YOUSIF et al., 2007), como também na alimenta¢do animal (CAVALCANTI; RESENDE,
2007).

A raiz de Cereus jamacaru ¢ empregada na medicina popular como cha para o
tratamento de problemas renais, inflamagdo e sinusite, assim como a decoc¢@o ¢ a maceragdo
sdo recomendadas no tratamento de problemas estomacais, complicagcdes renais e picada de
cobra. Quanto ao uso geral, a madeira ¢ aproveitada para a fabricagdo de colher de pau, ¢ a
planta inteira é aproveitada para sombrear espacos e na decoracdo de jardins. Ademais,
encontram-se relatos de aspectos magicos e religiosos infligidos a essa espécie (CORDEIRO;
FELIX, 2014; LUCENA et al., 2012).

Poucos sdo os estudos associados com cactaceae e ha poucos registros de metabolitos
secundarios encontrados em Cereus jamacaru no estado da Paraiba. Diante do exposto, o
trabalho tem grande relevancia para o desenvolvimento dos conhecimentos deste género,
especificamente sobre a espécie Cereus jamacaru e seus metabolitos, devido a necessidade de
um abarcamento cientifico para melhor aplicabilidade e uso das plantas medicinais garantindo
eficacia, qualidade e seguranga, e consequentemente atestando o uso etnofarmacolédgico

destas drogas de origens vegetais.
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2- OBJETIVOS

2.1- Objetivo Geral

Contribuir com a ampliacdo do conhecimento quimico da familia Cactaceae através do

estudo da espécie Cereus jamacaru.

2.2- Objetivos Especificos

Extrair, isolar e purificar substancias do extrato obtido das hastes de Cereus jamacaru

pelo uso de métodos cromatograficos;

Desenvolver método analitico em CLAE-DAD-EM e transp6-lo para escala
semipreparativa a fim de isolar e purificar os metabolitos secundarios da espécie

Cereus jamacaru;

Desenvolver método analitico em CLAE-ESI-EM/EM a fim de isolar e purificar os

metabolitos secundarios da espécie Cereus jamacaru,

Identificar os constituintes quimicos isolados de Cereus jamacaru por métodos usuais

AL s o 1 13 c 4. . .
de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e ~C e bidimensionais.



I
‘Ir L A

FUNDAMENTACAO TEORICA

25



26

3- FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1- Semiarido Brasileiro e Bioma Caatinga

O Semiarido do Nordeste brasileiro abrange uma area de aproximadamente 969.589,4
km?, envolvendo 1.133 municipios (MNI, 2005). Para o Ministério da Integragdo Nacional a
demarca¢do do semiarido modificou de modo recente em fun¢do de determinados critérios
adotados por aquele 6rgdo do governo no trabalho intitulado: Nova Delimitagdo do Semiarido
de 2005; com isto, o territorio desta regido passou dos 892.309,4 km? corrigindo
posteriormente os numeros supracitados, para 969.589,4 km?, e sua populacdo compreendia
cerca de 21 milhdes de habitantes, adotando como base o censo do IBGE do ano 2000.
Segundo o IBGE (2011), em 2010 a regido Nordeste computava uma populacdo de 53
milhdes de habitantes.

E uma regido distinta por apresentar temperaturas relativamente altas, forte insolago,
regime de chuvas caracterizado pela caréncia, irregularidade e concentragdo das precipitacoes
em um pequeno periodo, em média, de trés a quatro meses. Grande parte do seu territorio €
ocupada por vegetagdo de fisionomia variada e apropriada as condigdes de aridez, chamada
Caatinga (SILVA, 2005).

Caatinga tem origem Tupi-Guarani e quer dizer “floresta branca”, caracterizando a
aparéncia das espécies vegetais no periodo seco, que ¢ quando grande parte da vegetacdo
perde as folhas, notando-se o aspecto esbranquicado dos troncos na paisagem arida
(ALBUQUERQUE; BANDEIRA, 1995).

Esse bioma cobre a maior parte dos estados da Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Sergipe, Bahia, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte e a parte nordeste de Minas Gerais (Figura
1) e acolhe espécies endémicas de vegetais, mamiferos, aves e peixes, € demais espécies que
garantem a sua importancia, apesar de que pouca precaugdo tem sido dada a conservagdo da

mesma (SILVA et al., 2004; LEAL et al., 2005).
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Figura 1. Mapa de distribuicdo da Caatinga no Brasil.
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O termo Caatinga indica um tipo de vegetacdo arborescente, xerofilo e caducifolio que
cobre as terras semiaridas do nordeste brasileiro (ALVES, 2007). E o bioma cuja
biodiversidade ¢ a menos estudada da América do Sul, assim como possui a mesma natureza
sob o ponto de vista fisiografico e ecoldgico (LEAL et al., 2003). A vegetacdo da Caatinga €
distintiva e exclusiva do Brasil, ndo sendo localizada em nenhuma outra parte do mundo
(AB’SABER 1995; AB’SABER 2003).

Este bioma apresenta outros distintos grupos vegetacionais, assim como: Brejos de
altitude, Carrasco, Campos Rupestres, entre outros. A grande maioria dos rios desta regido sdao
intermitentes e junto com os poucos rios perenes como o Rio Sdo Francisco, constituem a
bacia hidrografica, que sdo caracterizadas por enfrentar longos periodos de estiagem, elevado
indice solar e baixo teor de umidade, altas médias de temperatura, que variam em torno de 25
°C e 30 °C, fatores que também demarcam o bioma (PRADO 2003; SAMPAIO 2010). Os
solos, geralmente, alteram de rasos com 10 a 30 cm, podendo chegar a 80 cm, ou profundos
com mais de 1 m de profundidade (ARAUJO FILHO et al., 2000; GARIGLIO et al., 2010) ¢
pedregosos, que demonstram o substrato na Caatinga (BERNARDES 1999). Na regido
semiarida as altitudes sdo na maioria das vezes baixas, contudo, alguns pontos chegam a

2.000 m (SAMPAIO 2010).



28

A populacdo local usa este bioma para atividades agricola e pecudria de subsisténcia,
no entanto, essas atividades, atreladas ao desmatamento, acarretaram a diminuicdo de
1.921,18 km? de area da Caatinga, que teve mais de 45% de sua vegetagao extinguida (MMA,
2011). As grandes ameagas a Caatinga sdo a agricultura, as areas de pastagem e o
extrativismo que induzem a diminui¢do da cobertura vegetal nativa ¢ perda de espécies
vegetais (SILVA et al., 2003).

Hoje em dia, a Caatinga ¢ considerada um dos biomas mais devastados no territorio
brasileiro, ¢ estudos sobre a sua deterioracdo da Caatinga sdo precarios, ainda que considerado
como um dos biomas mais ameacados do planeta devido as centenas de anos de uso
improprio e insustentavel dos solos e recursos naturais (VELLOSO et al., 2002;

EVANGELISTA, 2011).

3.2- Familia Cactaceae

E uma das espécies botinicas mais conhecidas, seus representantes tém habitos e
morfologia bastante distinta, com seus ramos suculentos, com folhas reduzidas a espinhos e
suas flores exuberantes (ANDERSON, 2001; WALLACE; GIBSON, 2002). Visto que as
espécies desta familia sdo resistentes a diversos meios, até mesmo adversos, algumas
conformagdes metabodlicas e estruturais sdo fundamentais, a exemplo de alta relacdo
volume/superficie, sistemas radiculares superficiais e extensos, e células parenquimaticas
particularizadas em armazenar agua (COSTA, 1997. p. 2).

A familia estd representada por cerca de 125 géneros e aproximadamente 1900
espécies (ARECES, 2004), sendo proveniente principalmente do México, ocorrendo em
todos os continentes, dividida em quatro subfamilias: Maihuenioideae, Pereskioideae
(representada pelos géneros Pereskia ¢ Maihuenia), Opuntioideae (apresenta espécies tipo
arvore ou arbusto, com folhas, divididas em cinco géneros) e Cactoideae (a mais abundante
com 91 géneros, na maioria das vezes arvores sem folhas ou com vestigios de folhas)
(TAYLOR; ZAPPI, 2008). As espécies da subfamilia Pereskioideae apresentam hastes nao
suculentas, folhas grandes, aréolas axilares com espinhos; na subfamilia Opuntioideae
existem hastes e folhas suculentas e aréolas axilares com espinhos; as Cactoideae ndo
possuem folhas, contem hastes suculentas com aréolas bem desenvolvidas (BARTHLOTT;

HUNT, 1993, p. 163).
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As espécies estdo entre as mais distintas e tipicas dos ambientes aridos e semiaridos,
sendo encontradas desde o sudeste da Patagonia (Argentina) até o sul do Canad4, residindo
habitats variantes que vao desde regides aridas até florestas umidas (HUNT; TAYLOR, 1990;
ANDERSON, 2001; MEIADO et al., 2012), todavia, sdo mais frequentemente encontradas
em regides de clima quente e seco, com excecdo da regido umida equatorial (TAYLOR;
ZAPPI, 2004). A distribuicdo da familia Cactaceae esta basicamente nas Américas, como

mostra a figura 2.

Figura 2. Dlstrlbulgao geograﬁca da familia Cactaceae (representada em vermelho).

Fonte: Davet, 2005

No Brasil, as cactaceas sdo representadas por 261 espécies incorporadas em 39
géneros, o que resulta neste pais como possuidor da terceira maior diversidade de cactos do
mundo. Na regido Nordeste encontram-se aproximadamente 110 espécies de cactaceas, € no
ambiente semidrido, a Caatinga possui a maior variedade dessas espécies, com cerca de 95
espécies pertencentes a esse ecossistema (ZAPPI et al., 2015).

O caule apresenta diferentes formas e em geral, sem folhas. Sdo capazes de contribuir
para o desenvolvimento de ambientes, permitindo o estabelecimento de outros vegetais sobre
rochas nuas e em determinados ecossistemas sdo consideradas base da cadeia alimentar
(PAULA; RIBEIRO, 2004). Nesta familia, as folhas, quando presentes, estdo agrupadas de
uma forma simples, espiraladas, inteiras e sem estipulas. As gemas axilares podem conter
uma epiderme de tricomas multicelulares (aréolas) e folhas, na maioria das vezes, convertidas

em espinhos (BARTHLOTT; HUNT, 1993).
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De modo geral, as cactaceas, possuem substancias mucilaginosas, cuticulas espessas
com revestimento ceroso e células epidérmicas geralmente lignificadas. Essa conformacao
estaria relacionada com a necessidade de armazenar agua como fator de sobrevivéncia em seu
habitat (DAVET, 2005).

Sdo caracterizadas por possuir a capacidade de adaptagdo a altas radiagdes, altas
temperaturas diurnas, baixas temperaturas noturnas, e baixo teor de agua. Fisiologicamente
sdo marcadas por possuir o metabolismo acido das crassulaceas CAM (ou MAC), do inglés
Crassulacean Acid Metabolism, que sao plantas adaptadas a regides aridas e semiaridas, o que
proporciona uma maior retengdo de agua em seu interior, ao passo que sua utilizagdo de forma
diferenciada lhe permite abrir seus estomatos durante a noite e os fecham durante o dia, o que
resulta em uma alta eficiéncia no uso da agua (PEREIRA et al., 2013).

A utilizagdo das cactaceas da caatinga ¢ citada especialmente na alimentacdo dos
ruminantes, principalmente durante a seca. Aproximadamente 70% dessas espécies sdo
empregadas com esse fim (SOUZA et al., 2013). Das cactaceas, o Pilosocereus gounellei e
Cereus jamacaru sao os mais usados para alimentacdo de rebanhos (ARAUJO et al., 2010) e
de passaros (LUCENA et al., 2012).

Alguns estudos farmacoldgicos e fitoquimicos ja foram relatados em cactaceas,
contudo s@o estudos recentes e limitados a poucas espécies, e algumas substancias isoladas

estdo na figura 3.

Quadro 1. Substancias isoladas em cactaceas.

Espécie Substancias isoladas Referéncia
Stenocereus KIRCHER
thurberi (1980, p. 2707-

2712)

Lupeol
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Cereus BRHUN e
jamacaru m LINDGREN
HO NH, (1976, p. 175-
Tiramina 177)
m H
HO \
N-metiltiramina
Opuntia GROTEWOLD,
ficus-indica 2006
Opuntia VALENTE et
monacantha al., 2010
Haw. HO

Kaempferol - R=H
Isorhamnetina — R=0OCHj;
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Opuntia

ficus-indica

PARK et al.,
(2000, p.289)

[3-sitosterol
Trichocereus \N 7 MEYER e
pasacana /Ej/V > MCLAUGHLIN
HO (1980, p.91-92)
Candicina
Cereus o CO,H MINDT et
peruvianus O al, 1975
OH
OH  Acido galacturdnico
Hylocereus HH o WYBRANIEC
_ O
polyrhizus R-0 H et al. 2001
%%; NF €COO
HOyo I

HOOC" ~N
H

R =H (Betanina, isobetanina)
R =CO-CH2 - COOH (Filocactina, isofilocactina)

CH,

R=CO-CH2 - {I - CH2 - COOH (Hilocerenina, isohilocerenina)

OH

3.3- Género Cereus

O género Cereus pertence a subfamilia Cactoideae, do grupo Cereoideae. De acordo

com Lima (1996), a palavra Cereus tem origem latina e significa, tanto em grego quanto em

latim, cirio, “tocha”, visto que seus ramos apresentam-se irregulares e arranjados em angulos

agudos com eixo principal ligeiramente curvado, dando a planta um aspecto de candelabro.

Foi inicialmente descrito por Hermann em 1698 e posteriormente por Miller em 1754,

e abrange 900 espécies publicadas. Em 1909, Riccobono dividiu o género e designou a

denominacdo Piptanthocereus, hoje em dia com 24 espécies. Estas espécies possuem flores,




33

frutos e espinhos equivalentes, e estio presentes desde a India até a América do Sul

(BRITTON; ROSE, 1937).

3.3.1- Cereus jamacaru

Cereus jamacaru, espécie originaria da vegetagdo da caatinga, pertence a familia das
Cactaceas (Figura 3). Desenvolve-se em solos crespos e, junto a diversas espécies de
cactaceas, forma a paisagem tipica da regido semidrida do Nordeste, sendo localizado nos
estados do Piaui, Paraiba, Ceara, Sergipe, Rio Grande do Norte, Alagoas, Pernambuco, Bahia
e norte de Minas Gerais (SILVA, 2009). E usado como planta ornamental e serve para
alimentacio de bovinos, ovinos e caprinos, principalmente na época de seca (ARAUJO, 2004;

BRAGA, 1960).

Figura 3. Cereus jamacaru em seu habitat natural.
i ﬁ =

e By e

Fonte: Lucas Abreu, 2018.
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A espécie ¢ conhecida popularmente como mandacaru, cardeiro, jamaracuru,
cumbeba, mandacaru-de-boi, mandacaru-facheiro, jamacaru, mandacaru-de-faixo, jumucurg,
jumaruct e urumbeba (ZAPPI; AONA, 2007) e ¢ abundante e amplamente distribuido na
Caatinga (MEIADO et al., 2010). Mandacaru, do tupi “iamandaka-ru”, significa “feixe de
espinhos ou espinheiro” (CESAR, 1956; SCHEINVAR, 1985), espécie simbolo do Nordeste.
Cereus jamacaru, possui os seguintes sinonimos cientificos, de acordo com Britton e Rose
(1937): C. glaucus Salm-Dyck, C. laetevirens Salm-Dyck, C. lividus Pfeiffer, Cactus
jamacaru Kosteletzky. C. horribarbis Otto in Salm-Dyck, C. cauchinii Rebut in Schumann,
Piptanthocereus jamacaru Riccobono, P. jamacaru cyaneus Riccobono e P. jamacaru
glaucus Riccobono.

Cereus jamacaru, pode chegar a quase 10 metros de altura, tem tronco lenhoso que
chega a cerca de 60 cm de didmetro (BRAGA, 1976) (Figura 4). Cereus jamacaru ¢ uma
cactacea resistente, cresce em solos com baixo teor de nutrientes, resistem a pluviosidade
pequena, representando grande recurso forrageiro para o rebanho durante os periodos criticos
do ano, destacando-se como um dos vegetais oportunos para serem agricultados na regido

semiarida do Nordeste brasileiro e adequado para o cultivo de microrganismos (LIMA, 1989).

Figura 4. Detalhes das hastes de Cereus jamacaru.

-

Fonte: autoria propria
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As flores sdo brancas, noturnas, laterais a subapicais, com cerca de 20 a 30
cm de comprimento. O tubo receptacular tem 12 a 14 cm de comprimento, € estriado, com até
12 cm de comprimento, verde na base e marrom avermelhado na parte superior. O pericarpelo
¢ cilindrico, de 2 cm de comprimento, 1,6 cm de diametro, verde claro brilhante, recoberto de
escamas largas e ovodide de cor verde escura (SCHEINVAR, 1985, p. 99).

Os frutos sdo utilizados como alimento para animais silvestres da Caatinga e sdo
degustados pela populacdo (BARBOSA, 1998; CAVALCANTI; RESENDE, 2007), sendo até
mesmo uma alternativa para a fabricagcdo de bebidas (ALMEIDA et al., 2006). Os frutos do
mandacaru degustados in natura pela populagdo sdo grandes, avermelhados com polpa branca
munida de muitas sementes. Segundo Rocha ¢ Agra (2002), a estatura do fruto altera de 10-13
x 5-9 cm (largura x altura), exibe formato ovoéide, epicarpos glabros, de cor rosa a vermelho,
polpa funicular, mucilaginosa, branca e¢ sementes pretas modificando de 1,5-2,5 mm de

tamanho (Figura 5).

Figura S. Fisiologia do fruto de Cereus jamacaru.

Fonte: autoria propria, 2015.

Estudos concretizados por Almeida e colaboradores (2005) conferiram que esta fruta
proporciona grande potencial de aplicagdo industrial por oferecer teores relativamente
elevados de solidos soluveis totais (SST) e agticares redutores (AR), constituintes importantes
em processos biotecnologicos, como a fermentagdo alcodlica. Estudos alcancados por
Oliveira e colaboradores (2004) averiguaram que a polpa do fruto do mandacaru ¢ semi-acida
e pobre em vitamina C.

Além da utilizacdo na alimentagdo, C. jamacaru tem propriedades farmacoldgicas,
com usos medicinais (AGRA et al.,, 2007, ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002;
MAGALHAES, 2006; ANDRADE et al., 2006; CORREA, 1969; LIMA, 1996). Na medicina

popular, ha relatos da utilizagdo desta espécie no tratamento de problemas uretrais, sifilis,
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dores na coluna cervical, sendo indicado também no controle de diabetes, no tratamento de
pedras vesiculares, problemas no aparelho respiratorio como tosses e bronquites, além de
ulceras (SCHEINVAR, 1985; ALBUQUERQUE et al, 2007; GUEDES et al., 2009), como

ilustra a figura 6.

Figura 6. Usos de Cereus jamacaru na medicina popular.
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Fonte: adaptado de ANDRADE et al., 2006.

3.4- Terpenos

Os terpenos, também conhecidos como terpendides, sdo compostos que estabelecem
uma classe de produtos naturais obtidos das plantas que proporcionam uma grande variedade
estrutural e funcional (RAVEN et al., 2001; PHILLIPS et al., 2008). A classificacdo dos
terpenos se da a partir do nimero de unidades de isopreno que ligam-se entre si, norteadas em
sentido  inverso  (cabega-cauda) que sdo: hemiterpenoides, monoterpenoides,
sesquiterpenoides, diterpenoides, triterpenoides e carotenoides (Quadro 2) (PERES, 2018;
OLIVEIRA et al., 2003).
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Quadro 2. Classificag@o dos terpenos quanto a unidade de isopreno.

Classificag@o do Isopreno Numero de carbonos Exemplo
Hemiterpenoides 5 Piretrinas
Monoterpenoides 10 Oleos essenciais
Sesquiterpenoides 15 Lactonas

Diterpenoides 20 Taxol
Triterpenoides 30 Saponinas
Carotenoides 40 B-caroteno

O isopreno (IP) é produzido naturalmente, entretanto ndo esta envolvido inteiramente
na formagdo de produtos relativos a estas classes. De fato, o dimetilalil pirofosfato (DMAPP)
e o isopentenil pirofosfato (IPP) (Figura 7) sdo as unidades bioquimicamente ativas de

isopreno (NIERO; MALHEIROS, 2007).

Figura 7. Estrutura quimica do dimetilalil pirofosfato (a) e o isopentenil pirofosfato (b).
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O menor grupo pertencente aos terpenos ¢ o grupo dos hemiterpenoides (Cs), no qual
seu representante mais notorio e¢ estudado € o isopreno, um produto volatil extinguido de
tecidos fotossinteticamente ativo (CROTEAU et al., 2000).

Os monoterpenoides (Cio) possuem duas unidades de isopreno. Por ter baixo peso
molecular, habitualmente sdo volateis, agindo especialmente na atragdo de polinizadores.
Podem ser isolados por meio de destilacdo ou extracdo e recentemente sdo encontrados mais
de 1.000 monoterpenoides naturais (OLIVEIRA et al., 2003).

Os sesquiterpenos (Cys), geralmente, podem agir como compostos antimicrobianos
contra fungos e bactérias e anti-herbivoros (NIERO; MALHEIROS, 2007).

Os diterpenoides (Cyo) pertencem ao grupo de compostos ndo volateis, dispondo de

uma diversidade de atividades distintas que abrangem os, hormdnios, acidos resinicos e
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agentes anticancerigenos (ROBBERS et al., 1997; CROTEAU et al., 2000; OLIVEIRA et al.,
2003).

Os triterpenoides (Cjp) desenvolvem as resinas, ceras, latex e cuticula das plantas.
Outro exemplo de triterpenos sdo as saponinas, que exercem um papel importante na
conservagdo contra insetos ¢ microorganismos (PERES, 2004).

Os terpenos tém ainda um grupo mais complexo, nos quais as moléculas possuem
mais de 40 carbonos na sua estrutura, que sdo denominados de politerpenoides, que dominam
compostos como coenzima Qo ubiquinona, poliprenoides e polimeros extensos localizados,
por exemplo, no latex (CROTEAU et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2003; ROBBERS et al.,

1997). Sdo exemplos de tetraterpenos: os carotenoides, e as xantofilas.

3.4.1- Saponinas

Saponinas ¢ um grupo de glicosideos encontrado em plantas, no qual seu marco mais
citado ¢ a habilidade de formar espuma em solugdes aquosas. As saponinas foram referidas
em mais de 100 familias de plantas, destas, ao menos 150 saponinas naturais foram
distinguidas por ter importantes propriedades anticancerigenas (MAN et al., 2010).

Na alimentagdo humana, saponinas esteroidais sdo deparadas na berinjela, aveia,
inhame, pimentas, semente de tomate, aspargos, feno-grego e ginseng (FRANCIS et al.,
2002). As saponinas esteroidais basicas ou alcaloidicas sdo localizadas especialmente no
género Solanum, pertencente a familia Solanaceae.

Saponinas sdo glicosideos de terpenos policiclicos ou esterdides. E um esqueleto com
carater anfifilico (parte da composicdo com propriedade hidrofilica (agucares) e outra
lipofilica (triterpeno ou esteroide)). Essa particularidade motiva a caracteristica de redugdo da
tensdo superficial da agua e as acdes detergentes e emulsificante (SCHENKEL ez al., 2001).
Sao classificadas conforme o niimero principal da aglicona, e ainda, pelo carater basico, acido
ou neutro. Assim sendo, de acordo com a aglicona, denominam-se saponinas triterpénicas e

saponinas esteroidais (Figura 8).
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Figura 8. Exemplos de saponinas: (a) triterpénica e (b) esteroidal.
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Fonte: (a) (SIEEDENTOPP, 2008) ¢ (b) (DEWIC, 2009)

O atributo acido advém da presenca do grupamento carboxila na aglicona ou na cadeia
de aglicares. O carater basico provém da presenca de nitrogénio, comumente sob a forma de
uma amina secunddria ou terciaria, como nos glicosideos nitrogenados esteroidais
(SCHENKEL et al., 2001). Outra categoria é referente ao nimero de cadeias de aglcares
unido na aglicona. Deste modo, saponinas bidesmosidicas apresentam duas cadeias de
aglicares, maior parte com ligagdo éster e a outra com ligacdo éter na hidroxila em C-3, ao
passo que as saponinas monodesmosidicas dispdem de cadeia de agucares (WINA et al.,
2005).

As saponinas tém grande importancia na tensdo superficial acarretando uma menor

viscosidade e maior facilidade de expulsdo do muco. A atividade diurética ¢ remetida a



40

irritacdo do epitélio renal ocasionada pelas saponinas (SCHENKEL et al., 2001). Porém, na
pesquisa desempenhada por DINIZ (2006), as saponinas triterpénicas diminuiram o fluxo
urinario em ratos, o que seria justificado pelo aumento da reabsorcdo de &agua nos
tubulos renais, uma vez que foi determinado o aumento na atividade das ATPases renais.
Outra probabilidade estaria relacionada a sua a acdo de drogas vegetais, destacando-se as
usualmente empregadas como expectorantes e diuréticas (SIEDENTOPP, 2008). Contudo, o
mecanismo de ac¢do dessas drogas ainda ndo esta bem explanado.

Por possuirem propriedades surfactantes, saponinas sao usadas na inddstria no preparo
de emulsdes para filmes fotograficos e na industria de cosméticos em batons e xampus
(CHEEKE, 1999). Sao usadas na industria de alimentos como flavorizante e agente
espumante.

Saponinas sdo populares por estarem presentes em muitos extratos de vegetais
empregados na medicina popular. Varias sapogeninas e saponinas proporcionaram atividade
antifungica (COLEMAN et al., 2010; ZHANG et al., 2005), anticancerigena (MUSENDE et
al., 2009), anti-inflamatoria (SULTANA; ATA, 2008; SUN et al., 2010; TAPONDJOU et al.,
2008), antibacteriana (DE LEO et al.,, 2006) e antiviral (CINATL et al., 2003;
RATTANATHONGKOM et al., 2009; ZHAO et al., 2008). O uso de saponinas como
adjuvantes em vacinas tem indicado resultados promissores (SUN; XIE; YE, 2009).

Existem mais de 11 esqueletos de saponinas, incluindo damaranos, tirucalanos,
lupanos, hopanos, oleananos, taraxasteranos, ursanos, cicloartanos, lanostanos, curcurbitanos
e esterdides (Figura 9). Dentre essas saponinas, cicloartanos, damaranos, oleananos, lupanos e
alguns esteroides os quais evidenciaram atividade antitumoral em diversos tipos de cancer

(MAN et al., 2010).
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Figura 9. Biossintese das saponinas esteroidais e triterpénicas
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Fonte: SCHENKEL; GOSMANN; ATHAYDE, 2010.

3.5- Fatores que Influenciam a Produciao de Metabdlitos Secundarios

Como grande parte dos organismos vivos, as plantas estdo sujeitas a uma série de
fatores abiodticos a exemplo da luminosidade, temperatura, agua e disponibilidade de

nutrientes. Além do mais, elas também tém uma intera¢do com varios estresses bidticos como
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herbivoros ou patogenos, que em ataques rigorosos diminuem a produtividade causando uma
diversidade de prejuizos a economia. Os efeitos do estresse bidtico em plantas na fase
reprodutiva sdo fatuais, sendo ainda poucos os trabalhos que demonstrem esses efeitos na fase
vegetativa (SCHMIDT, 2009).

As plantas, comumente, sdo capazes de viver em uma estimavel faixa de temperatura.
As faixas em que incidem as variagdes anuais, mensais e diarias na temperatura ¢ um dos
fatores que mais influencia em seu desenvolvimento, afetando, deste modo, a producdo de
metabolitos secundarios. Contudo, quem sabe pelo fato da temperatura ser uma conseqiiéncia
de outros fatores, a exemplo da altitude e sazonalidade, ndo existem estudos concretos sobre
sua influéncia isoladamente na produgdo de metabdlitos secundarios. Fatores fisiologicos
cruciais, a exemplo da fotossintese, mobilizacdo de reservas, comportamento estomatico,
expansdo foliar e crescimento, podem ser distorcidos por estresse hidrico e, por conseguinte,
levar a alteragdes no metabolismo secundario (BAZAAZ et al., 1987).

Estudos indicam que a intensidade de luz ¢ um fator que tem influencia sobre a
concentragdo e/ou composicdo de outras classes de metabodlitos secundarios, por exemplo,
terpenoides, glicosideos cianogénicos e alcaldides (HIRATA et al., 1993). Muitas espécies de
plantas estdo ajustadas a uma grande variagdo na intensidade e qualidade de incidéncia
luminosa. H4 uma correlagcdo positiva bem fundada entre intensidade de radiacdo solar e
producdo de compostos fenolicos, tais como flavondides, taninos e antocianinas (PARE et al.,
1997).

A altitude ¢ outro fator que também desempenha efeitos sobre o desenvolvimento e a
producdo de metabolitos secundarios em plantas, apesar de poucos estudos neste sentido. O
encadeamento positivo existente entre o teor total de flavonoides e a altitude, por exemplo, ¢
de especial interesse farmac€utico, uma vez que estes sdo constituintes ativos de um grande
numero de plantas medicinais. Esta ligagdo pode ser justificada pela maior susceptibilidade a
radiagdo UV em altitudes maiores, visto que os flavondides sdo reconhecidos por propiciarem

protecdo a radiagdo e seus efeitos (VEIT et al., 1996).
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4- METODOLOGIA

A pesquisa ocorreu em duas etapas. Na primeira etapa foram realizadas a coleta,
desinfestacdo, secagem e trituragdo do material coletado. A fase inicial ocorreu nos
laboratorios do Centro de Desenvolvimento Sustentdvel do Semiadrido (CDSA/UFCQG),
Laboratérios de Ecologia e Botanica I (Laebinho) e II (LaeB). Na segunda etapa da pesquisa
ocorreu a obtencdo do extrato etanolico, concentracdo ¢ andlises CLAE-DAD, CLAE-ESI-
EM e RMN, estas foram realizadas nos laboratorios da Universidade Federal da Paraiba
(UFPB), campus Jodo Pessoa (Laboratério de fitoquimica e LMCA (Laboratério Multiusuario
de Caracterizagdo e Analise do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos da

UFPB)).

4.1- Coleta do Material Vegetal, Higienizacio e Secagem

O material boténico de C. jamacaru foi coletado em maio de 2017 na zona rural do
Municipio de Serra Branca- PB. A identificacdo botédnica foi realizada e uma exsicata foi
depositada no herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) do Centro de Ciéncias Exatas e da
Natureza - UFPB apresentando-se como codigo Agra et al. 3411. As hastes do C. jamacaru
foram cortadas com um facdo, colocadas em sacos de polietileno e levadas, no mesmo dia da
coleta ao Laboratorio de Ecologia e Botanica — LAEB, localizado na UFCG - Campus Sumé.
No laboratoério, as hastes foram lavadas em adgua destilada para retirada de detritos e restos de
folhas de outras plantas. Em seguida, a planta foi cortada em pedacos pequenos e
posteriormente colocada em uma estufa de ar circulante por 72 horas a 50 °C para promover a
perda total da umidade e para inativar o sistema enzimatico da planta. Por fim, o material

vegetal seco foi triturado em uma forrageira.

4.2- Obtencao do Extrato Etanédlico de Cereus jamacaru

Ao material vegetal seco e triturado foi adicionado etanol a 95% (3 litros) e mantido
em maceracdo por 72 horas, esse processo foi repetido trés vezes. Apods esse periodo, o
filtrado foi submetido a concentracdo parcial em evaporador rotativo, sob pressdo reduzida, a
38 °C, até eliminacdo completa do etanol. O extrato obtido deu origem ao extrato etanolico

bruto (EEB).
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4.3- Particionamento do Extrato Etandlico Bruto

Uma aliquota do extrato etandlico bruto (30 g) foi submetida a uma partigdo liquido-
liquido em uma ampola de separacdo, com os seguintes solventes organicos, em ordem
crescente de polaridade: hexano, diclorometano e acetato de etila.

As solugdes obtidas foram submetidas a filtracdo sob pressdo reduzida. Apods esse
processo, a solugdo foi concentrada em rotaevaporador a uma temperatura média de 40 °C,
obtendo-se as fases acetato de etila, hexanica e diclorometano e, sendo a fase acetato de etila

(3 g) a estudada (Figura 10).

Figura 10. Parti¢ao liquido/liquido do extrato etandlico bruto de Cereus jamacaru.
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4.4- Analise dos Constituintes Quimicos de Cereus jamacaru na Fase Acetato De

Etila

A fase acetato de etila foi submetida a uma cromatografia em coluna de vidro, usando
Sephadex® LH-20 e metanol (4 litros) como eluente, obtendo-se 67 fragdes.

As fragdes foram submetidas a CCDA, visando uma analise fitoquimica preliminar,
utilizando-se sistemas de eluentes e reveladores (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998). Para
realizagdo do método foram utilizadas cromatoplacas pré-fabricadas de aluminio-silica gel 60
Fys4 da MERCK, de 0,20 mm de espessura como fase estacionaria e diversos eluentes como
fase movel variando o tipo e a propor¢do conforme o comportamento cromatografico das

fracdes analisadas. As fases moveis utilizadas na cromatografia foram hexano, acetato e
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metanol, em estado puro ou misturas binarias (Tabela 1), seguindo uma ordem crescente de
polaridade, as quais foram empregadas separadamente.

Apo6s o desenvolvimento das cromatoplacas, as placas foram secas a temperatura
ambiente e reveladas. Como revelador das substincias na CCDA, foi utilizada a radiacao
ultravioleta (UV) através da exposi¢ao das cromatoplacas nos comprimentos de onda de 254 e

366 nm, em aparelho BOITTON (modelo BOIT-LUBO1).

Tabela 1. Sistema de eluigdes utilizadas para o desenvolvimento das cromatoplacas.
Placas 1,2,3,4¢5

Solventes Proporcao (%)
Hexano 100
Hexano/Acetato 70:30
Hexano/Acetato 60:40
Hexano/Acetato 50:50
Hexano/Acetato 40:60
Hexano/Acetato 30:70
Acetato 100
Acetato /Metanol 70:30
Acetato /Metanol 60:40
Acetato /Metanol 50:50
Acetato /Metanol 40:60
Acetato /Metanol 30:70
Metanol 100

Placa 1: fragdes de 1 a 14; placa 2: fragdes de 15 a 30; placa 3: fragdes de 31 a 46; placa 4: fragdes de
47 a 61; placa 5: fragdes de 62 a 67.

4.5- Processamento Cromatografico das Fracoes de Cereus jamacaru

As analises foram realizadas no Laboratorio Multiusuario de Caracteriza¢dao e Analise

— LMCA. Os solventes utilizados foram metanol grau HPLC obtido no comércio local
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(Tédia®, Brasil) e agua ultra-pura obtida por sistema de purificacdo Milli-Q Millipore®. As
analises cromatograficas foram realizadas utilizando um sistema de cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) da Shimadzu (Prominence) (Figura 11) equipado com moddulo de
bombeamento de solvente quaternario LC-20AT, auto injetor SIL-20A HT, um sistema de
degaseificagio DGU-20A5, forno de coluna CTO-20A, detector SPDM20A diode array e
controlador CBM-20A. A coluna utilizada foi Phenomenex Gemini ® C18 (250 mm x 4.6
mm d.i. preenchido com particulas 5 um), com pré-coluna SecurityGuard Gemini® C18 (4
mm x 3.0 mm d.i. preenchido com particulas 5 um) adqurido da Maxcrom Instrumentos

Cientificos Ltda (S&o Paulo, SP, BR).

Figura 11. Cromatografo liquido Shimadzu

Fonte: autoria propria.

A fase movel A constituiu de agua ultra-pura obtida por sistema de purificagdo Milli-
Q Millipore® acidificada (0,1% acido férmico) - essa acidificacdo foi realizada apds
consultas a literatura, onde Perret, Wolfender, Hostettman (1999) fazem um estudo
comparativo de acidos empregados na separacdo cromatografica de saponinas por CLAE-EM
e o0 acido formico foi a op¢do mais viavel em nosso laboratorio - € como fase mével B foi
usado metanol puro. Todos os solventes foram degaseificados em sonicador (ultraCleaner
1600) antes da analise. O software LC Solution® (Shimadzu, Japao) foi utilizado para o
controle do equipamento, aquisi¢do e andlise dos dados. A andlise no cromatografo analitico

permitiu desenvolver um método eficiente para o isolamento da substiancia presente nas
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fragdes. A priori, foi feito um método exploratorio com algumas fracdes. As fracdes que
obtiveram o mesmo perfil cromatografico (F5-10) foram analisadas individualmente e foi
desenvolvido um tnico método para as mesmas. No método mais eficaz, o gradiente foi
iniciado em 0-60 min (50-60%B), 60-63 min (60-100%B), 63-73 min (100-100%B),
finalizando a corrida com uma elui¢do isocratica de 100% de B a 50% de B de 75-95 min,
com um fluxo de 0,6 mL/min, detec¢ao em 254 nm.

Na transposi¢do para o cromatografo semipreparativo, as fracdes selecionadas foram
diluidas em metanol grau HPLC, centrifugadas (15.000 rpm por 8 min) e injetadas
individualmente (peso, diluigdo e nimero de inje¢des de cada uma estdo descrito na tabela 2).
Foram realizadas injegdes de 100 uL a cada corrida de cada solucdo. O método analitico
desenvolvido foi transposto para a escala semipreparativa, onde utilizou-se o fluxo de 3
ml/min. Deste processo foi coletada uma fra¢do correspondente ao principal pico visualizado
no cromatograma (Figura 12), esta foi codificada em CJ1. A fracdo obtida foi entdo

concentrada sob pressdo reduzida a uma temperatura de 40 °C em um rotaevaporador.

Tabela 2. Peso, diluigdo e nimero de inje¢des das fragdes selecionadas.

Fragao Peso (g) Diluigao (nL) Numero de injegoes
5 0,0098 500 5
6 0,0121 600 6
7 0,034 1000 10
8 0,0684 2000 20
9 0,075 2000 20
10 0,1409 2000 20
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Figura 12. Cromatograma em escala semipreparativa das fracoes purificadas em 254 nm com
identificacdo da substancia isolada.
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4.6- Analise por CLAE-ESI-EM/EM

Para o isolamento dos constituintes quimicos de Cereus jamacaru por espectrometria
de Massas foram utilizados agua ultrapura (purificada em sistema Milli-Q®) acidificada com
acido formico (0,1%) (solvente A) e metanol grau pureza CLAE (Tedia®) (solvente B). As
amostras foram solubilizadas em MeOH (1mg/mL) com auxilio de banho ultrassom (USC —
1600 Unique). Posteriormente a amostra foi filtrada com filtro PVDF de 0,45 um de didmetro.

O equipamento utilizado para as analises de CLAE-ESI-EM/EM foi da marca
Shimadzu®, composto por duas bombas de solvente LC20AD, auto-injetor SIL-20A, detector
de arranjo de diodo (DAD) SPD M20A, degaseificador DGU-20A e controlador sistema
CBM20A acoplado a um espectrometro de massas com analisador do tipo “lon trap”
(AmaZon X - Bruker®) em modo negativo. A separagdo cromatografica foi realizada
utilizando uma coluna de fase reversa C18 (Kromasil; 250 mm x 4,6 mm X 5 micrometros).

A priori, foi feito um método exploratério com algumas fragdes (F11-25). A analise no
cromatografo acoplado a espectrometria de massas permitiu desenvolver um método eficiente
para o isolamento das substincias presentes nas fracdes de acordo com a definicdo dos picos e
suas fragmentagdes. O método analitico desenvolvido constituiu em um sistema gradiente
com os eluentes agua acidificada (0,1% acido formico) (A) e MeOH (B), com detec¢do em
245nm. Assim, o sistema de elui¢do consistiu em 0-120 min de 40- 60%B, 120-125 min de
60-100%B, finalizando a corrida com uma eluicao isocratica de 125-142 min de 100%B ¢ de

40% de B em 147-165 min. O volume de injegdo de 20 pL e fluxo de solvente de 3,0 mL/min.
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Deste processo foi coletada uma fragéo, esta foi codificada em CJ2. A fracdo obtida foi entdo

concentrada sob pressdo reduzida a uma temperatura de 40 °C em um rotaevaporador.

4.7- Caracterizacio Estrutural dos Compostos Isolados

As andlises de RMN foram realizadas em espectrometro BRUKER operando a 400
MHz para RMN 'H ¢ 100 MHz para RMN "°C, localizado no Laboratério Multiusuario de
Caracterizagdo e Analise (LMCA) da UFPB.

As determinagdes estruturais dos constituintes quimicos isolados, foram realizadas a
partir da analise dos espectros de RMN de 'H e "C, incluindo técnicas bidimensionais
(HMQC, HMBC e COSY), e pela comparagdo destes com dados descritos na literatura. Para
a obteng¢do dos espectros foi utilizado na diluicdo das substincias metanol deuterado
(CD30D) da Cambridge Isotope Laboratories.

Foram utilizados os proprios solventes como referéncia interna e os deslocamentos
quimicos (J) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J)
em Hz, e as multiplicidades de RMN de 'H indicadas segundo a convengdo: s (singleto), s/
(singleto largo), d (dubleto), d/ (dubleto largo), dd (duplo dubleto), ¢ (tripleto), g (quarteto) e
m (multipleto).
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5- RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1- Processamento cromatografico

O processamento cromatografico do método analitico da CJ1 por CLAE-DAD foi
desenvolvido variando os parametros da fase organica (metanol ou acetonitrila), gradiente
destes solventes organicos e fluxo da fase mével. Foi utilizado uma fase estacionaria reversa
(C-18), uma fase aquosa acidificada com acido formico a 0,1% (v/v), essa acidificacdo
foi realizada apds consultas a literatura, onde Perret, Wolfender, Hostettman (1999) fazem
um estudo comparativo de acidos empregados na separacdo cromatografica de saponinas por
CLAE-EM e o acido férmico foi a op¢do mais viavel em nosso laboratério. No método mais
eficaz, o metanol foi o solvente organico que proporcionou melhor separagio. O fluxo da fase
movel foi estabelecido em 0,6 mL/min. O gradiente escolhido foi entre 50% e 60% de
metanol durante 95 minutos.

No entanto, um fator limitante para a deteccdo de saponinas por DAD ¢é que elas
apresentam ruidos na linha de base devido a sua fraca absorcdo no UV (URANO;
RODRIGUES; BERLINCK, 2012). Sendo assim, devido a essa dificuldade, foi desenvolvido
um método por CLAE-ESI-EM/EM para o processamento cromatografico da CJ2, visto que
os picos ficaram mais definidos e separados, levando em conta também o fator fragmentacao.
Podemos observar na figura 13 uma comparagdo do cromatograma CLAE-DAD (vermelho)

com o cromatograma CLAE-ESI-EM/EM (preto).

Figura 13. Cromatograma comparativo entre CLAE-DAD e CLAE-ESI-EM/EM.
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5.2- Identificag¢ao Estrutural de CJ1

A substancia codificada como CJ1 foi isolada na forma de um sélido amorfo de cor
marrom com peso de 4 mg, que representa 0,0004 % em relagdo ao peso seco de material
vegetal.

No espectro de RMN de "°C a 100 MHz em CD;OD e suas expansdes (Figuras 18 a
31, pagina 59 a 65) foi possivel observar a presenca de quarenta e seis atomos de carbonos.
Numa andlise geral dos deslocamentos quimicos registrados detectaram-se sinais na regiao
entre oc 16,14 e 54,19 caracteristicos de triterpenos e sinais entre Jc 63,2 e 105,58
caracteristicos de unidades osidicas. Com essa constatacdo foi possivel propor que CJ1
tratava-se de uma saponina. Os deslocamentos quimicos em dc 128,65 e 138,32, juntamente
com os sinais em d¢c 56,99, 48,81, 54,19, 38,36 e 43,18 inferem a presenca do esqueleto
triterpénico do tipo ursano e esses sinais comparados com a literatura (TSASI et al., 2016)
foram atribuidos a C-12, C-13, C-5, C-9, C-18, C-19 e C-20, respectivamente. Observou-se
ainda a presencga de sete sinais correspondentes a carbonos metilicos sendo eles em: d¢c 28,61,
17,11, 16,14, 17,85, 24,42, 17,76 e 17,98 que através de comparagdo com a literatura (TSASI
et al. 2016; HIURA, et al., 1996; YOSHIKAWA et al., 1998) foram atribuidos as metilas
CHs-23, CH3-24, CHs-25, CH3-26, CH3-27, CH3-29 e CH3-30, respectivamente. O sinal em
oc 177,00 foi atribuido ao C-28. Observou-se o deslocamento quimico em dc 91,67 que foi
atribuido a C-3 quando nesse esta ligado uma unidade osidica. Observou-se ainda a presenca
de 4 sinais em 172,53, 171,86, 20,93 e 20,85 que foram atribuidos a dois grupos acetoxi
inseridos em CJ1. A presenca dos deslocamentos quimicos em 104,63, 105,58, 171,86 ¢ 63,20
inferem a presenca de duas unidades osidicas sendo um o acido glicurénico e a outra a
glicose. Os demais deslocamentos quimicos estdo compilados na Tabela 3.

No espectro de RMN de 'H a 400 MHz em CDsOD (Figuras 32 a 36, pagina 66 a 68)
foi possivel observar a presenga de sete metilas em dy 1,07 (s), 0,85, (s), 0,94 (s), 0,80 (s),
1,12 (s), 1,01 (d, J = 5,8) e 1,05 (d, J = 6,0), além do tripleto largo em Jy 5,28 que
corroboraram para o esqueleto triterpénico do tipo ursano. Observou-se ainda singletos em dy
1,96 e 1,99 que confirmam a presenga de duas unidades de grupo acetoxi, além dos sinais em
ony 4,67 (d, J =17,6) e 4,48 (d, J = 7,3) correspondentes aos hidrogénios anoméricos do f3-
glicurdnico e B-glicose, respectivamente. Os demais sinais estdo compilados na Tabela 3.

Para confirmar os deslocamentos quimicos de CJ1 foi feito o experimento HMBC
(Figuras 37 a 48, pagina 69 a 80) e as seguintes correlagdes foram observadas: correlagdo do

sinal em Jy 1,07 (CH3-23) com os carbonos em 17,11, 91,67 ¢ 56,99 confirmando as
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atribuicoes para CH3-24, C-3 e C-5, respectivamente. Observou também correlagdes do sinal
em Jy 0,94 (CH3-25) com 56,99 e com 48,81 que foi atribuido a C-9. Observou-se ainda as
correlacdes de 1,05 (CH3-30) com o carbono em d¢ 76,06 que foi atribuido a C-21 e do sinal
em oy 4,92 (H-21) com 172,53 que confirma a insercdo de um acetoxi em C-21. Detectou-se
também a correlagdo de 5,06 com 177,00 e com 171,86 que confirma a inser¢do da outra
unidade de acetato em C-22 e acido carboxilico em C-28. A inser¢do da unidade osidica em
C-3 foi confirmada pela correlagdo do sinal em 3,19 (H-3) com o carbono 104,63 que foi
atribuido a C-1’. Observou-se ainda a correlagdo do sinal em 4,48 (H-1"") com o carbono em
80,91 confirmando a unido dos agucares 1°°-2’. As principais correlacdes de HMBC sao

mostradas na Figura 14 e as demais estdo compiladas na Tabela 3.

Figura 14. Principais correlagdes observadas no espectro de HMBC.

HO HO

O espectro de massas (Figura 15) obtido por lonizacdo por Eletrospray no modo
negativo mostrou o pico do ion molecular [M-H] em 909,48 compativel com a féormula
molecular C46H70O1s. A proposta de fragmentag@o estd demonstrada na Figura 16 e corrobora

com os dados apresentados no RMN.



Figura 15. Espectro de massas.
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Figura 16. Proposta de fragmentacdo para justificar principais picos no ESI-MS.
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Assim, apos extensa andlise pode-se concluir que CJ1 trata-se de uma saponina
triterpénica do tipo ursano (Figura 17) com duas unidades osidicas (acido glicurdnico e

glicose), um novo produto natural nomeado Jamacarusideo A.
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Figura 17. Estrutura quimica de CJ1.

Tabela 3. Dados de RMN de 'H (400 MHz) e "*C (100 MHz) de CJ1 e correlagdes obtidas
em HSQC e HMBC, registradas em CD3;0D (6 em ppm e J em Hz).

CJ1 TSASI et al., 2016
HSQC HMBC Oc On oc On
Oc On »JCH »JCH
C
4 40.50 - 3H-23; 3H- 38.5 - -
24

8 41.71 - 3H-26 3H-27 39.1 - -

10 37.90 - 37.8 - -

13 138.32 - H-18 3H-27 137.2 - -

14 43.58 - 3H-27 3H-26 42.2 - -

17 53.86 - 47.5 - -

20 - -- - - - - -

28 177.00 - H-18; H-22 - -
AcO-21 | 172.53 - 3H-21b - -
AcO-22 | 171.86 - 3H-22b - -

CH
3 91.67 3.19 3H-23; 3H- 78.7
24, H-1’
5 56.99 0.79 3H-23; 3H- 55.7
24; 3H-25

9 48.81 3H-25; 3H-26 47.2

12 128.65 | 5.28 (1) H-18 126.1

18 54.19 2.34 H-22; 3H-29 52.6

(d,12.2)

19 38.36 1.80 3H-29 3H-30 32.0

20 43.18 1.52 3H-30 3H-29 42.2

21 76.06 4.92 H-22 3H-30 71.5

22 77.42 5.06 (d, H-21 -

10.0)
CH,

1 39.65 | 1.62,0.98 38.1

2 26.79 | 1.82,1.68 26.9

6 19.04 | 1.55,1.38 18.6

7 33.81 | 1.53,1.32 3H-26 33.1

11 2426 | 1.82,1.30 23.2

15 28.20 | 1.98,1.10 3H-27 28.3
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16 20.5 |2.15,1.78
21 - - - - -
22 - - - - 42.6
CH;
23 28.62 1.07 (s) 3H-24 27.8
24 17.11 0.85 (s) 3H-23 15.6
25 16.14 0.94 (s) 15.5
26 17.85 0.80 (s) 16.1
27 24.42 1.12 (s) 22.7
29 17.76 1.01 (d. 16.5
5.8)
30 17.78 1.05 (d, 23.7
6.0)
AcO-21 20.93 1.96 (s) -
AcO-22 | 20.85 1.99 (s) HIURA, et al., 1996 YOSHIKAWA et al., 1998
(Piridina-ds) Piridina-ds)
r 104.63 | 4.67(d, 104.2 5.15(d,7.3) | 106.6 491(d, 7.6)
7.6)
2’ 80.91 3.60 H-1’ H-4’ 83.6 79.9
3 76.40 3.20 77.9 76.5
4 73.39 3.50 73.0 81.6
5’ 77.80 3.58 71.5 75.7
6’ 171.86 - 172.4 171.8
1°/1°” | 105.58 | 4.48(d, 106.0 539(d,7.8) | 104.6 5.57(d, 7.6)
7.3)
2°°/2° 76.40 3.22 76.9 74.9
37/3 77.63 3.35 78.1 78.2
4/4° 72.03 3.18 71.5 71.6
57/5 78.09 3.23 78.3 78.4
6°/6”’ 63.2 3.81 (dd, 62.7 62.5
10.1,)

3.58
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Figura 18. Espectro de *C-RMN (100 MHz em CD;0D) de CJ1.
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Figura 19. Expansio do espectro de >C-RMN (100 MHz em CDs;OD) de CJ1 na regido de
160-185 ppm.
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Figura 20. Expanséo do espectro de *C-RMN (100 MHz em CD;OD) de CJ1 na regido de

120-145 ppm.
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Figura 21. Expansdo do espectro de BC-RMN (100 MHz em CD;0D) de CJ1 na regido de

85-105 ppm.
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Figura 22. Expanséo do espectro de *C-RMN (100 MHz em CD;OD) de CJ1 na regido de

55-80 ppm.
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Figura 23. Expansdo do espectro de BC-RMN (100 MHz em CDsOD) de CJ1 na regido de
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- Figura 24. Espectro de BC-RMN-DEPT (100 MHz em CD;OD) de CJ1.
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Figura 25. Expansdo do espectro de C-RMN-DEPT (100 MHz em CD;0D) de CJ1 na

regido de 90-130 ppm.
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Figura 26. Expansio do espectro de *C-RMN-DEPT (100 MHz em CD;OD) de CJ1 na
regido de 68-82 ppm.
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Figura 27. Expansio do espectro de *C-RMN-DEPT (100 MHz em CD;OD) de CJ1 na
regido de 52-64 ppm.
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Figura 28

53.8551

. Expansio do espectro de *C-RMN-DEPT (100 MHz em CD;OD) de CJ1 na
regido de 44-54 ppm.
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Figura 29. Expansio do espectro de "C-RMN-DEPT (100 MHz em CD;OD) de CJ1 na

regido de 34-44 ppm.
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Figura 30. Expanséo do espectro de "C-RMN-DEPT (100 MHz em CD;OD) de CJ1 na
regidao de 20-30 ppm.
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Figura 31. Expansio do espectro de "C-RMN-DEPT (100 MHz em CD;OD) de CJ1 na
regido de 12-22 ppm.
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Figura 32. Espectro de 'H-RMN (400 MHz, CD;0D) de CJ1.
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Figura 33. Expansio do espectro de 'H-RMN (400 MHz, CD;0D) de CJ1 na regido de 4.4-

5.4 ppm.
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Figura 34. Expansio do espectro de "H-RMN (400 MHz, CD;0D) de CJ1 na regido de 3-4
ppm.
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Figura 35. Expansdo do espectro de 'H-RMN (400 MHz, CD;0D) de CJ1 na regido de 1.4-
) 2.4 ppm.
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Figura 36. Expansio do espectro de "H-RMN (400 MHz, CD;0D) de CJ1 na regido de 0.6-

1.4 ppm.
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Figura 37. Espectro de HMBC-RMN em CD;OD de CJ1.
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Figura 38.

70

Expansao do espectro de HMBC-RMN em CD;OD de CJ1 na regido de (2— 5
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Figura 39. Expansdo do espectro de HMBC-RMN em CD;OD de CJ1 na regido de (1-5
ppm) x (70 — 100 ppm).
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Figura 40. Expansao do espectro de HMBC-RMN em CD;OD de CJ1 na regido de (1.8— 2.3
ppm) x (76 — 80 ppm).
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Figura 41. Expanséo do espectro de HMBC-RMN em CD;0D de CJ1 na regido de (1— 2
ppm) x (75 — 95 ppm).
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Figura 42. Expansdo do espectro de HMBC-RMN em CD;0OD de CJ1 na regido de (3— 4
ppm) x (65 — 85 ppm).
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Figura 43. Expansio do espectro de HMBC-RMN em CD;OD de CJ1 na regido de (4.4—5.4
ppm) x (65 — 85 ppm).
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Figura 44. Expansio do espectro de HMBC-RMN em CD;OD de CJ1 na regido de (4.6— 5.6
ppm) x (20 — 50 ppm).
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Figura 45. Expansio do espectro de HMBC-RMN em CD;OD de CJ1 na regido de (1.6—2.4
ppm) x (20 — 50 ppm).
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Figura 46. Expansio do espectro de HMBC-RMN em CD;0D de CJ1 na regido de (0.8— 1.8
ppm) x (20 — 60 ppm).
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Figura 47. Expansio do espectro de HMBC-RMN em CD3;0D de CJ1 na regido de (0.8— 1.3
ppm) x (40 — 55 ppm).
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Figura 48. Expansdo do espectro de HMBC-RMN em CD;OD de CJ1 na regido de (0.8— 1.4

ppm) x (20 — 35 ppm).
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Figura 49. Espectro de HSQC-RMN em CD;OD de CJ1.
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Figura 50. Expansio do espectro de HSQC-RMN em CD;0D de CJ1 na regido de (4.6— 5.2
ppm) x (105 — 130 ppm).
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Figura 51. Expansdo do espectro de HSQC-RMN em CD;OD de CJ1 na regido de (4.90—
5.15 ppm) x (75 — 80 ppm).
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Figura 52. Expansdo do espectro de HSQC-RMN em CD;0D de CJ1 na regido de (3.2—4.0
ppm) x (50 — 90 ppm).
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Figura 53. Expanséo do espectro de HSQC-RMN em CD;0D de CJ1 na regido de (1- 2

ppm) x (20 — 50 ppm).
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Figura 54. Expansio do espectro de HSQC-RMN em CD;0D de CJ1 na regido de (1.2— 2.2
ppm) x (20 — 40 ppm).
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Figura 55. Expansio do espectro de HSQC-RMN em CD;0D de CJ1 na regido de (0.6— 1.2
ppm) x (12 — 22 ppm).
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5.3- Identificacao Estrutural de CJ2

A substancia codificada como CJ2 foi isolada na forma de um sélido amorfo de cor
marrom com peso de 5 mg, que representa 0,0005 % em relagdo ao peso seco de material
vegetal.

No espectro de RMN de "°C a 100 MHz em CD;OD e suas expansdes (Figuras 57 a
59, pagina 91 a 92) foi possivel observar a presenga de quarenta e seis atomos de carbonos.
Numa analise geral dos deslocamentos quimicos registrados detectou-se sinais na regido entre
oc 16,4 ¢ 56,6 caracteristicos de triterpenos e sinais entre oc 62,8 ¢ 105,5 caracteristicos de
unidades osidicas. Com essa constatacdo foi possivel propor que CJ2 tratava-se de uma
saponina. Os deslocamentos quimicos em d¢ 138,2 e 130,0, juntamente com os sinais em d¢
56,5, 49,2 e 41,7 inferem a presenca do esqueleto triterpénico do tipo oleanano e esses sinais
comparados com a literatura (KINOSHITA et al., 1992; OKAZAKI et al. 2011; HIURA, et
al., 1996) foram atribuidos a C-13, C-12, C-5, C-9 e C-18. Observou-se ainda a presenca de
seis sinais correspondentes a carbonos metilicos sendo eles em: d¢ 28,0, 16,6, 16,4, 19,7, 25,3
e 23,5 que através de comparagdo com a literatura foram atribuidos as metilas CH3-23, CHj3-
24, CH;-25, CH3-26, CH3-27 e CH3-29. A presenga do sinal em dc em 62,7 confere uma
oxidacao em C-30. O sinal em Jc 179,1 foi atribuido ao C-28. Esse deslocamento juntamente
com o sinal em 82,1 e a protecdo de cerca de 4 ppm em C-12, infere uma lactonizagdo de C-
28 com C-15. Observou-se o deslocamento quimico em Jc 90,7 que foi atribuido a C-3
quando nesse estd ligado uma unidade osidica. Observou-se ainda a presenca de 4 sinais em
172,1, 172,26, 20,3 e 20,2 que foram atribuidos a dois grupos acetoxi inseridos em CJ2. A
presenga dos deslocamentos quimicos em 104,3, 105,1 e 63,1 inferem a presenca de duas
unidades osidicas sendo um o 4cido glicurdnico e a outra a glicose. Os demais deslocamentos
quimicos estdo compilados na Tabela 4.

No espectro de RMN de 'H a 400 MHz em CDsOD (Figuras 60 a 62, pagina 92 a 93)
foi possivel observar a presenga de seis metilas em Jy 1,08 (s), 0,85, (s), 0,97 (s), 1,00 (s),
1,24 (s), 0,92 (s), além do tripleto largo em oy 5,68 que corroboraram para o esqueleto
triterpénico do tipo oleanano. Observou-se ainda dois dubletos em 3,92 e 3,54 (J = 11,6)
corroborando para a oxidacdo em C-30. Observou-se ainda singletos em dy 1,99 e 1,92 que
confirmam a presenca de duas unidades de grupo acetoxi, além dos sinais em dy 4,44 (J = 6,0)
4,65 (d, J = 6,0) correspondentes aos hidrogénios anoméricos do B-glicuronico e B-glicose,

respectivamente. Os demais sinais estdo compilados na Tabela 4.
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Para confirmar os deslocamentos quimicos de CJ2 foi feito o experimento HMBC
(Figuras 63 a 66, pagina 94 a 95) e as seguintes correlagdes foram observadas: correlagdo do
sinal em Jy 1,08 (CH3-23) com os carbonos em 28,0 que foi atribuido CH3-24. Observou
também correlagcdes do sinal em Jy 3,23 (H-3) com 16,6 que foi atribuido a CHj3-24.
Observou-se ainda a correlagdo do sinal em 3,92 com 23,5 confirmando essa atribuigdo para
C-29. Observou-se também uma correlagdo do sinal em 4,9 com 23,5 corroborando para
inser¢do de uma aceto em C-21 assim como em CJ1. A corre¢do do sinal em 4,7 (H-15) com
o sinal em 25,3 confirma a lactoniza¢do com C-15. A inser¢do da unidade osidica e C-3 foi
determinada por comparagdo com CJ1 mantendo o mesmo padrdo. As principais correlagdes
de HMBC estdo compiladas na Tabela 4.

O espectro de massas obtido por Ionizagao por Eletrospray no modo negativo mostrou
o pico do ion molecular [M-H] em 923,48 compativel com a formula molecular C4sHg7010.
Assim, apds extensa andlise pode-se concluir que CJ2 (Figura 56), trata-se de uma saponina
triterpénica do tipo oleanano com duas unidades osidicas (4acido glicurénico e glicose), um

novo produto natural nomeado Jamacarusideo B.

Figura 56. Estrutura quimica de CJ2.

Tabela 4. Dados de RMN de 'H (400 MHz) ¢ Be (100 MHz) de CJ2 e correlagdes obtidas em
HSQC e HMBC, registradas em CD3;OD (6 em ppm e J em Hz).

CJ2 KINOSHITA | OKAZAKI et
etal., 1992 al. 2011
HSQC HMBC Sc Sc

C & JCcH »JCH

4 40,3 3H-23,3H-24 37,2 40,7

8 41,1 3H-27 40,6 41,5

10 37,8 37,2 38,0

13 138,2 H-15, 3H-27 138,1 138,6




14 47,3 - 3H-27 46,5 46,9
17 52,4 - H-22 52,4 47,5
20 42,2 -- H-21, 3H-29 41,4 41,0
28 179,1 - H-15, H-22 178,9 181,4
AcO-21 172,1 - - 172,4
AcO-22 172,2 - - -
CH
3 90,7 3,23 (m) 3H-23, 3H-24 78,0 91,7
5 56,6 0,83 (m) 3H-23, 3H-24 55,9 57,2
9 49,2 n.d 48,7 49,7
12 130,0 5,68 (1) 128,1 129,7
15 82,1 4,70 3H-27 80,2 82,1
18 41,7 2,64 (m) 41,6 423
21 77,8 4,9 (n.d) H-22 3H-29 79,6 71,7
22 69,7 5,59 (J= H-21 69,7 -
10,8)
CH,
1 39,9 39,4 40,4
2 26,6 28,0 26,9
6 18,6 18,5 19,1
7 34,2 33,8 34,7
11 24,1 23,6 24,5
16 28,9 27,8 35,2
19 40,7 H-21 42,0 41,8
22 - - 32,8
30 62,7 3,92,3,54 (J 3H-29 63,8 62,3
=11,6)
CH;
23 28,0 1,08 (s) 3H-24 28,7 28,8
24 16,6 0,35 (s) 3H-23 16,5 17,0
25 16,4 0,97 (s) 16,3 16,7
26 19,7 1,00 (s) 19,8 20,2
27 25,3 1,24 (s) 25,4 25,7
29 23,5 0,92 (s) 25,3 24,1
Ac0O-21 20,3 1,99 (s) 20,9
Ac0O-22 20,2 1,92 (s)
I 104.3 4,44 (J=6,0) 105,7
2 78,4 78,8
3 78,6 79,0
4 74.1 74,1
5’ 76,5 76,6
6’ n.d n.d
1°/1” 105,1 4,65 (J= 102,3
6,0)
27/2° 78,6 79,7
37/3” 78.4 79,5
47/4>>° 72,0 73,0
575 78,4 78,0
67°/6 63,1 63,8
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Figura 57. Espectro de >C-RMN (100 MHz em CD;0D) de CJ2.
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Figura 59. Expansio do espectro de ?C-RMN (100 MHz em CD;0D) de CJ2 na regido de

16-66 ppm.
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Figura 61. Expansio do espectro de "H-RMN (400 MHz, CD;0D) de CJ2 na regido de 3.0-

5.9 ppm.
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Figura 63. Espectro de HMBC-RMN em CD;OD de CJ2.
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Figura 64. Expansdo do espectro de HMBC-RMN em CD3;0D de CJ2 CJ1 na regiao de (4.4—
6.2 ppm) x (10 — 190 ppm).
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Figura 65. Expansdo do espectro de HMBC-RMN em CD;OD de CJ2 CJ1 na regido de (1.2—
3.5 ppm) x (60 — 180 ppm).
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Figura 66. Expansdo do espectro de HMBC-RMN em CD;0D de CJ2 CJ1 na regido de
(0.80— 1.25 ppm) x (10 — 90 ppm).
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Figura 67. Espectro de HSQC-RMN em CD;OD de CJ2.
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Figura 68. Expansdo do espectro de HSQC-RMN em CD;OD de CJ2 CJ1 na regido de (3.0—

6.0 ppm) x (20 — 150 ppm).
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Figura 69. Expansdo do espectro de HSQC-RMN em CD;OD de CJ2 CJ1 na regido de (0.8—
2.1 ppm) x (10 — 50 ppm).
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CONCLUSOES

O estudo fitoquimico de Cereus jamacaru possibilitou o isolamento de saponinas,
todas triterpénicas;

Foi possivel propor por CLAE-ESI-EM/EM um novo método de isolamento para
saponinas;

Este trabalho revelou esta espécie como bioprodutora de saponinas triterpénicas, desta
forma contribuindo com o género Cereus;

O estudo contribuiu agregando informagdes referentes a composi¢ao quimica de uma
espécie pertencente ao cariri paraibano e que por estarem inseridas na regido da
Caatinga, que possui caracteristicas de clima, solo e radiacdo bem adversas, ainda sdo
poucas estudadas, porém que favoreceram para a producdo de novos metabolitos
secundarios;

Diante disso, este estudo cumpriu com o objetivo que fundamentou na ampliacdo
sobre o conhecimento quimico do género Cereus, por meio do estudo de Cereus

Jjamacaru.
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