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RESUMO

As plantas medicinais do cerrado brasileiro sdo largamente empregadas pelos
populares com fins terapéuticos devido ao baixo custo e facil acesso. As espécies Bowdichia
virgilioides Kunth e Pterodon emarginatus Vogel sé&o conhecidas popularmente como
sucupira preta e sucupira branca respectivamente. Trata-se de espécies arboreas, que sdo
encontradas em Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias e Mato Grosso do Sul. O presente trabalho
apresenta o estudo fitoquimico e o teste de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina
Leach dos extratos etandlicos obtidos das cascas do caule e das folhas espécies Bowdichia
virgilioides Kunth e Pterodon emarginatus VVogel. Dos quatro extratos avaliados, apenas o
extrato das folhas de P. emarginatus VVogel mostrou-se ativo frente aos nauplios de A. salina,
com DLso = 120,8 ug. mL* sendo considerada toxica. Os demais extratos apresentaram DLso
> 1000 pg. mL?, sendo, portanto, consideradas atoxicas. A prospeccao fitoquimica do extrato
das cascas de B. virgilioides Kunth revelou a presenca de saponina espumidica, agUcares
redutores, catequinas e antraquinonas; enquanto o extrato das folhas dessa espécie apresentou
a presenca de esteroides, triterpenoides, flavanonas, catequinas, depsidios e depsidonas.
Quanto a espécie P. emarginatus Vogel, o extrato etandlico das cascas apresentou resultados
positivos para alcaloides, fendis, taninos, acgucares redutores, depsidios e depsidonas;
enguanto no extrato etanolico das folhas foram encontrados esteroides, triterpenoides, fenois,

taninos, depsidios e depsidonas.

Palavras-chave: Bowdichia virgilioides Kunth. Pterodon emarginatus VVogel. Toxicidade.

Prospeccdo fitoquimica.



ABSTRACT

Medicinal plants of the Brazilian cerrado are widely used for therapeutic purposes
due to their low cost and availability. The Bowdichia virgilioides Kunth and Pterodon
emarginatus Vogel species are popularly known as black sucupira and white sucupira
respectively. These tree species are found in Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias and Mato Grosso
do Sul. This paper presents a phytochemical study and toxicity test of ethanol extracts from
the bark and leaves of the species Bowdichia virgilioides Kunth and Pterodon emarginatus
Vogel against the microcrustacean Artemia salina Leach. Of the four extracts evaluated, only
the extract of P. emarginatus Vogel leaves proved to be active against A. salina nauplii, with
a DLso = 120,8 nug. mL™ being considered toxic. The other extracts presented a DLso > 1000
ng. mL?, being thus considered as atoxic. The phytochemical extract from B. virgilioides
Kunth bark containded saponin foam, reducing sugars, anthraquinones and catechins; whilst
the extract from the leaves of this species contained steroids, triterpenoids, flavanones,
catechins, depsides and depsidones. As for the P. emarginatus Vogel species, the ethanol
extract of the bark tested positive for alkaloids, phenols, tannins, reducing sugars, depsides
and depsidones; while the ethanol extract of the leaves contained steroids, triterpenoids,

phenols, tannins, depsides and depsidones.

Key Words: Bowdichia virgilioides Kunth. Pterodon emarginatus Vogel. Toxicity.
Phytochemical Prospection.
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1. INTRODUCAO

A investigacdo cientifica com plantas medicinais envolve indmeros aspectos
importantes, tais como as caracteristicas das drogas delas originadas, a morfologia dos
vegetais e a composi¢do quimica. O estudo das mesmas enfrenta problemas, obstaculos e
cuidados, contudo permite aos pesquisadores terem conhecimentos mais amplos e ricos, até o
prazer e o desafio de estudar detalhadamente uma espécie (DI STASI, 1996).

Milhares de compostos bioativos com propriedades inexploradas existem na
natureza. Quando ndo se dispbe de estudos quimicos sobre a espécie de interesse, a analise
fitoquimica possibilita identificar os grupos de metabdlitos secundarios relevantes
(FERREIRA E DANTAS, 2014).

Muitos desses metabdlitos secundarios despertaram o interesse de cientistas em
estudar a sua estrutura, biossintese e distribuicdo. Novas substancias com finalidade
terapéutica sdo descobertas por meio de diversos processos, tais como: a sintese de novas
moléculas, a modificagdo molecular de substancias naturais, a extracdo, isolamento e
purificacdo de novos compostos de origem vegetal, a qual se caracteriza como uma fonte
inesgotavel de substancias potencialmente ativas como medicamentos (BRITO E BRITO,
1993).

O Brasil mostra uma extensa area territorial, segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia Estatistica os dominios fitogeograficos sdo classificados em amazénia, caatinga,
cerrado, mata atlantica, pampas e pantanal com grande floristica e diversidade cultural, que
sdo uma rica fonte de compostos bioativos (MARQUEZ et al., 2013).

Rates (2001), afirma que o Brasil € um dos paises mais ricos do mundo em
biodiversidade, possui aproximadamente 20% do total de espécies medicinais existentes no
planeta. O bioma cerrado dispée de uma rica flora que abrange mais de 2 milhGes de
quildmetros quadrados no interior do Brasil e apresenta uma das maiores riquezas naturais em
espécies vegetais além do grande potencial aquifero que favorece a sua biodiversidade
(BURMAN, 1991).

Apesar de sua abundante variedade de plantas, o cerrado vem sucumbindo as
praticas agricola e agropecuaria, o que tem provocado uma diminuigdo dos recursos naturais e
possivelmente a extingdo de espécies nativas deste Bioma (BORBA E MACEDO, 2006).

As comunidades tradicionais sdo detentoras de um saber significativo a respeito

de métodos alternativos de cura das doencgas mais frequentes que ainda sdo muito utilizadas
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nos paises em desenvolvimento como o Brasil, devido a facilidade ao acesso, e por
apresentarem baixo ou nenhum custo (FRANCO E BARROS, 2006).

Assim, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) mostra que cerca de 80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento dependem da medicina popular ou de
medicamentos & base de plantas como fonte primaria de cuidados & sadde (MINISTERIO DA
SAUDE, 2009).

Ainda segundo a OMS, o mundo assiste atualmente a uma reformulacdo no modo
de vida, os valores naturais retornam com grande forca em todas as areas do conhecimento
cientifico. Na Gltima década houve uma expansdo global nas préaticas da medicina tradicional
que se tornaram mais populares, sendo incentivadas por profissionais da rede basica de salde
e pela medicina convencional. Desta forma, uma série de resolucdes tem sido elaboradas
salientando o potencial fitoterapico das plantas nos servicos de salde regionais
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

O uso popular ndo é o suficiente para conferir tal carater, e assim com a demanda
cada vez mais crescente da utilizacdo de plantas medicinais tornou-se intenso o interesse de
pesquisadores em conhecer os verdadeiros potenciais quimicos e bioldgicos responsaveis por
tais acoes (IGNOATO, 2012).

Auricchio e Bacchi (2003) salientam que os materiais vegetais eram inicialmente
utilizados da maneira como eram encontrados no meio ambiente e depois passaram a ser
concentrados para melhora da intensidade e uniformidade de suas acdes. A medida que o0s
avancos da quimica surgiram, as substancias ativas puderam ser identificadas, isoladas e
usadas como moléculas sinteticamente elaboradas, com atividade terapéutica ainda maior para
o0 controle e tratamento de diversas doengas (PEREIRA E CARDOSO, 2012).

Diante deste contexto, objetivando contribuir com o conhecimento fitoquimico e
biolégico e verificar a toxicidade de duas espécies da familia Fabaceae: Pterodon
emarginatus VVogel conhecidas popularmente como sucupira branca ou faveira e Bowdichia
virgilioides Kunth, conhecida popularmente sucupira preta e sucupira do cerrado, este
trabalho propGe a realizagdo do ensaio de letalidade dos extratos da casca do caule e das
folhas dessas espécies frente a Artemia salina Leach, além da prospeccéo fitoquimica desses

extratos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Fitoter4picos

As plantas medicinais sdo amplamente utilizadas com fins terapéuticos desde 0s
primérdios dos tempos. O extenso conhecimento adquirido por antecedentes foi repassado
oralmente por meio de sucessivas geracgoes (FIRMO et al., 2011).

O Papiro de Erbes, datado a cerca de 3.000 anos a.C. € um dos primeiros registros
que relatam o uso de plantas para o alivio e cura de dor e doencas, por meio de ingestéo,
infusdes e uso externo. Em 1873 Georg Erbes decifrou-o e este ficou conhecido como o
primeiro tratado médico que relata o uso da fitoterapia (SILVA, 2009).

NA medicina egipcia antiga eram observados o uso do sene, do zimbro, das
sementes do linho, do funcho, do ricino e de muitas outras plantas, apesar da mesma se apoiar
em elementos mégicos e religiosos (CUNHA, 2003).

Apesar de representarem por muito tempo a Unica fonte de agentes terapéuticos
para 0 homem, com o desenvolvimento da quimica farmacéutica as plantas passaram a ser a
primeira fonte de substancias para o desenvolvimento de medicamentos (HOSTETTMANN et
al., 2003).

No século XVIII o sueco Scheele (1742-1786), ja havia isolado o &cido benzoico,
a sacarose e a canfora. Assim se comeca a isolar e determinar estrutura dos principios ativos
dos vegetais que contém propriedades medicinais com a obtencdo, na sua farmacia de Koping,
de varios &cidos organicos e ainda a lactose e a glicerina, todos sempre obtidos a partir de
produtos naturais (CUNHA, 2003).

Em 1804, o farmacéutico alemdo Friedrich Wilhelm Adam isolou a morfina
(Figura 1), que inspirou a descoberta posterior dos derivados 4-fenil-piperidinicos como uma
nova classe de hipoanalgésicos de emprego mais efetivo e seguro. Esta simplificacdo
molecular permitiu empregar técnicas que possibilitassem melhor compreensdo do
mecanismo de acdo analgésica deste alcaloide, originalmente isolado de Papaver somniferum
(BARREIRO E MANSSOUR, 2008).
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Figura 1- Simplificacdo molecular do alcaloide morfina nos derivados 4-fenil-piperidinicos.
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Fonte: BARREIRO E BOLZANI, 2009.

As propriedades farmacoldgicas podem ser alteradas por meio de pequenas
alteracdes na estrutura quimica da molécula. A estrutura molecular fornece dados pelos quais
se torna possivel identificar propriedades como o tamanho e forma da molécula, posicdo e
orientagcdo dos grupos com carga ou capazes de fazer ponte de hidrogénio, e, orientacdo dos
grupos quimicamente interativos na sua superficie. Desta forma, torna-se possivel elaborar um
modelo mais preciso do sitio receptor e desenvolver um congénere que apresente uma relacéo
de efeito terapéutico X tdxico mais favoravel. Estes modelos detalhados permitem
racionalizar a sintese de novos compostos ou criar congéneres com maior eficacia,
seletividade, afinidade ou efeitos regulatérios, ou mesmo melhorar suas propriedades
farmacocinéticas, pois o proposito do farmaco e sua atividade intrinseca sdo definidas por sua
estrutura quimica (Figura 2) (MACHADO, 2013).
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Figura 2. llustracdo das fungdes na estrutura da morfina estratégicas para o planejamento de

simplificacdo molecular.
ﬂN-CHZ—Ph
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N
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remocao

Reduz ou abole a atividade analgésica

><

Aumenta a atividade analgésica

Fonte: BARREIRO E BOLZANI, 2009.

Na constante busca por novas drogas ou mesmo aperfeicoamento das existentes,
0s vegetais sdo excelentes fontes de matéria prima, pois apresentam uma diversidade
molecular superior aquela derivada dos processos de sintese quimica. Dos medicamentos
aprovados pelo Ministério da Saude, entre os anos de 1984 e 1994, 6% foram extraidos
diretamente de espécies vegetais, 9% foram desenvolvidos por meio de modelagem molecular
de estruturas quimicas de compostos vegetais que serviram como prototipos e 24% foram
produzidos a partir de produtos derivados de vegetais, fato que confirma a grande importancia
dos compostos de origem vegetal na medicina moderna (ALVES, 2005).

Doencas como Parkinson, Alzheimer, diabetes mellitus, cancer, envelhecimento e
disfungéo cerebral estdo relacionadas com a geracdo de radicais livres (BIANCH,;
ANTUNES, 1999). Varias pesquisas vém sendo realizadas para a descoberta de produtos
naturais isolados ou mesmo fragdes de plantas com atividades antioxidantes que permitam a
substituicdo dos farmacos (PAREJO et al., 2003; SILVA, B.A. et al., 2005).



20

Nesse contexto é possivel observar que o estudo fitoquimico das plantas ainda é
um processo lento se considerada a quantidade de plantas existentes no planeta, e que ocorre
de forma restrita, pois nem todas as plantas usadas tradicionalmente na medicina popular

foram investigadas levando a conhecer seus componentes quimicos.

2.2. Familia Fabaceae

A familia Fabaceae mostra-se como uma das maiores familias boténicas, sendo a
terceira maior familia das angiospermas. Esta familia estd mundialmente distribuida,
ocorrendo em diferentes tipos de habitats, presentes em todas as regiGes dentro do circulo
artico ao Equador, contudo elas sofrem influéncia da area de localizacao e se diferenciam em
ocorréncia e, sobretudo, em abundancia. Os membros desta familia apresentam uma grande
diversidade de habito de crescimento, desde ervas perenes até arvores de grande porte
(IGNOATO, 2012).

Os representantes da familia Fabaceae estdo distribuidos em mais de 650 géneros
e aproximadamente 18.000 espécies com habitos variados, podendo ser herbéaceas,
trepadeiras, arbustivas ou arbdreas. As espécies Fabaceae estdo subdivididas em 3
subfamilias: Faboideae, que se apresenta como maior subfamilia, possuindo cerca de 429
géneros e 12.615 espécies, seguida por Caesalpinioideae com cerca de 150 géneros e 2.700
espécies e Mimosoideae com 40 géneros e aproximadamente 2.500 espécies (SILVA, 2009).

A importancia econémica da familia Fabaceae é grande, pois apresenta vasta
variedade de espécies: grdo-de-bico (Cicer arietnum), ervilha (Pisum sativum), feijdo
(Phaseolus vulgaris), lentilha (Lens cultivaris), feijao-mungo (Vigna radiata), e a soja
(Glycine max), todos utilizados na alimentacdo humana (JARDINE E BARROS, 2015).

Algumas espécies como o timbd branco (Albizia inundata) fornecem ainda
madeira de boa qualidade (BALDIN E MARCHIOR, 2014), alem de se obter latex, resinas,
matéria-prima na fabricacdo de tintas e inseticidas. A grama-amendoim (Arachis repens
Handro), utilizada na producdo de racdo animal (SILVA E SOUZA, 2011) e a produgéo de
drogas medicinais no seu estado bruto, como a espécie Dioclea megacarpa, suas sementes
possuem principios ativos contra fungos fitopatogénicos (BATISTA E VASCONCELOS,
2015).

A maioria das espécies da familia Fabaceae apresenta como caracteristica
importante a fixacdo biologica de N2 quando em associacdo com bactérias do solo do grupo

dos rizobios. Ocorre com maior frequéncia nas espécies da subfamilia Mimosoideae seguida
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da subfamilia Caesalpinioideae (SOUZA, 2010). Elas podem crescer em solos pobres em
nitrogénio, pois desenvolvem nddulos em suas raizes que contem bactérias simbidticas que
promovem a fixacdo do nitrogénio atmosférico suprindo a planta (CORBY, 1981).

Uma grande variedade de metabolitos secundarios é produzida por plantas da
familia Fabaceae, tais como alcaloides, amino&cidos ndo proteicos, aminas, fenilpropanoides,
flavonoides, isoflavonoides, compostos fenolicos, esteroides e ésteres de &cido graxo
(IGNOATO, 2012).

As espécies desta familia sdo particularmente ricas em flavonoides devido a
frequéncia e relativa abundancia em que estes sdo encontrados nas trés subfamilias. A
ocorréncia dos mesmos resulta na utilizacdo etnobotanica das espécies para a producdo de
tintura, inseticidas e drogas medicinais. Apresentam também funcBes quimioecoldgicas
exercendo a protecdo dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta, de fungos e
bactérias (HEGNAUER E GRAYER-BARKMEIJER, 1993).

2.3. Género Pterodon

O género Pterodon é representado por quatro espécies na flora brasileira: P.
abruptus Benth., P. apparicioi Pedersoli., P. polygalaeflorus Benth. e P. emarginatus Vogel
conhecido em algumas regides do Brasil por P. pubescens Benth., pertencentes a subfamilia
Faboideae, (CARVALHO, 2004).

As arvores pertencentes a esse género geralmente sdo de grande porte, estdo
presentes em todo o cerrado, na caatinga e em areas de transicdo da floresta semidecidual da
bacia do Rio Parana. Desenvolvem-se em um processo lento, pois seu crescimento é
vagaroso, porém sdo bem adaptadas a solos pobres em minerais e muito resistentes a luz solar
(BOTINI et al., 2015).

Sao documentados na composicdo quimica a presenca de isoflavonoides e alguns
triterpenos no caule de Pterodon polygalaeflorus Benth. (MARQUES et al., 1998) e
diterpenos nos frutos das quatro espécies pertencentes ao género (FASCIO et al., 1976). Na
especie P. apparicioi foram encontrados alcaloides na casca (TORRENEGRA et al., 1989) e
isoflavonas em oleo das sementes (BRAZ E GOTTLIEB, 1971). Ha ainda relatos da presenca
de flavanoides na espécie P. polygalaeflorus Benth (ARRIAGA et al., 2000).

A espécie P. emarginatus Vogel também denominada P. pubescens é amplamente
utilizada na medicina popular contra varios sintomas, sendo que as partes mais utilizadas sao

a casca e a favinha (fruto) também chamada de semente, como depurativo do sangue, no
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combate a verminose, secrecdes vaginais, reumatismo, infeccdes em geral, dor de garganta,
rins, dores de coluna, Ulceras estomacais e infec¢fes gastrointestinais. Sdo usadas de varias

formas, in natura, infusGes alcoolicas, chas e xaropes (BOTINI et al., 2015).

2.4. Espécie Pterodon emarginatus Vogel

Pterodon emarginatus Vogel é uma espécie vegetal arborea, rustica e aromatica,
nativa do Cerrado, presente também na Caatinga e nas regides intermediarias entre Mata
Atlantica e Cerrado. A espécie é conhecida popularmente pelo nome de sucupira, sucupira-
branca ou faveira (LORENZI, 2010), e adapta-se facilmente a solos de baixa fertilidade,
podendo atingir até 15 metros de altura, possui cascas de cor cinza-claro, levemente asperas; e
floresce entre abril e maio, suas flores apresentam uma coloracdo lilas com aspectos
ornamentais, frutificando entre maio e junho. A maturacdo dos frutos ocorre entre junho e

agosto, conforme representado na figura 3 (SILVA, I.D. et al., 2005).

Figura 3. Folhas (A), cascas (B) e frutos (C) de P. emarginatus VVogel.

Fonte: Prépria do autor

Amplamente usada na medicina popular, a espécie P. emarginatus Vogel
apresenta importante potencial fitoterapico contra o reumatismo, possui a¢do anti-inflamatéria
(CARVALHO, 2004), é utilizada no tratamento de hemorragias e doencas estomacais
(PEREIRA et al., 2014).

Os frutos, quando macerados, liberam um 6leo fortemente aromatico, com sabor
caracteristico amargo, que misturado com agua é empregado na forma de gargarejo para
inflamacdo de garganta. Ja os infusos hidroalcodlicos sdo utilizados como antirreumatico, no

tratamento de problemas de coluna, depurativo e fortificante (SANTOS et al., 2010b). E
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comum a alta demanda das sementes da P. emarginatus VVogel em comércios populares,
devido ao conhecimento popular dos efeitos fitoterapicos da mesma (ARRIAGA et al., 2000).
As cascas do caule sdo utilizadas para infec¢des ginecoldgicas (ALMEIDA et al, 1975).

Sdo documentadas na caracterizacdo fitoquimica desta planta, a presenca de
flavonoides, heterosideos saponinicos, resinas e tracos de esteroides e triterpenoides. O
extrato etanolico bruto das cascas da espécie P. emarginatus Vogel, evidenciou acgéo
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e contra o fungo Candida
albicans (BUSTAMANTE, et al.,). O ¢leo extraido das cascas e folhas da planta séo
utilizados no tratamento do reumatismo (PEREIRA et al., 2014). No entanto, o 6leo extraido
das sementes mostra atividades antibacteriana (RODRIGUES, 2009).

Estudos anteriores evidenciaram a acdo analgésica, anti-inflamatéria e
antioxidante presentes nas cascas da P. emarginatus VVogel. Identificou-se na fracdo hexanica
0 Lupeol, um triterpenoide da familia dos lupanos e foi possivel observar a presenca da
Betulina, ilustrados na Figura 4 (MORAES, 2007).

Figura 4. Estrutura das moléculas de Lupeol e Betulina.

Lupeol Betulina

O Lupeol, substancia isolada da casca da P. emarginatus, foi avaliado quanto a
sua toxicidade em células leucémicas K — 562 (in vitro) que apresentavam fenotipos de
resisténcia a farmacos, e em camundongos a fim de verificar sua sobrevida. O triterpeno causa
toxicidade sistémica nas celulas normais, entretanto quando aliado a lipossomas estes
inconvenientes sdo amenizados. Possibilita entdo, a acdo antitumoral de forma expressiva,
proporcionando assim um aumento da sobrevida dos camundongos de até 50% (SANTOS,
2011).
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A fracéo diclorometano e fracéo de acetato de metila do extrato etan6lico bruto da
casca do caule, e extrato etandlico bruto das folhas observados em outra triagem,
apresentaram atividade antioxidante consideravel devido a presenca de fenodis e compostos
triterpénicos. Estes constituintes quimicos sdo capazes de capturar radicais livres e formar
compostos estaveis. Assim pressupde que a especie possa oferecer diversas possibilidades
para o desenvolvimento de farmacos antioxidantes (SANTOS, 2008).

Além das propriedades farmacéuticas da sucupira branca ja conhecidas pela
medicina popular e comprovadas por estudos como sendo antinociceptiva e antimicrobiana,
existem outras propriedades a serem avaliadas (BARROS, 2014).

Ademais, relatos populares afirmam que esta planta é toxica se usada em grandes
guantidades. A ingestdo de folhas de P. emarginatus VVogel por bovinos em periodos de seca,
nos estados do Mato Grosso e Mato Grosso do Sul ocasionaram a morte dos mesmos. A
intoxicagdo foi reproduzida em laboratorio a fim de comprovar a toxidade da planta. Foram
administradas a dose minima de 20g/kg para ovinos e 6g/kg para bovinos, ambos foram
colocados em jejum antes de receberem a dose toxica. Entre 24 e 72 horas iniciaram 0s
primeiros sintomas: apatia, depressdo, pressdo da cabeca e a morte ocorreu entre 12 a 36
horas. Os bovinos que resistiram a fase aguda apresentaram hepatomegalia no figado,
hemorragias nas serosas abdominais e torécicas, necrose coagulativa hepatocelular. Esse fato
caracteriza a P. emarginatus como planta hepatotdxica (CRUZ et al., 2012).

2.5. Género Bowdichia

O género Bowdichia pertence a subfamilia Faboideae e é constituido por 19
espécies; entre elas estdo B. brachypetala, B. brasiliensis, B. ferruginea Benth., B. nitida e B.
virgilioides Kunth. As espécies desse género sdo largamente utilizadas na extracdo de
madeira. Sua madeira é considerada nobre e muito utilizada na fabricacdo de pisos e moveis
(MATSUNO, 2009).

Nos ultimos anos, pesquisas tém demonstrado o potencial quimico e
farmacologico das plantas desse género sendo que B. nitida e B. virgilioides Kunth séo as
duas espécies que mais apresentaram resultados. Recentes estudos fitoquimicos com a
espécie B. nitida revelaram a presenca de alcaloides, xantonas, triterpenoides e isoflavonoides
com importantes atividades bioldgicas, incluindo atividade anticancer e antiparasitaria

(MATSUNO et al., 2008; 2009). As duas espécies sdo tradicionalmente utilizadas para tratar
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diversos disturbios, incluindo reumatismo, Ulceras de pele, diabetes, herpes, gonorreia,
disenteria, ictericia, asma, infec¢do bronquica e como abortiva (CALIXTO et al., 1998).

2.6. Espécie Bowdichia virgilioides Kunth

Conhecida popularmente como sucupira preta e sucupira do cerrado, Bowdichia
virgilioides Kunth é uma arvore de tamanho medio, com tronco reto ou retorcido, de casca
grossa, fendilhada e cinzenta e com folhas pinadas, conforme ilustrado na Figuras 5. Quando
as folhas caem, a copa da arvore € totalmente tomada por flores de 2-3 cm de comprimento,
lilds-escuras dispostas em paniculas que conferem um aspecto ornamental pois tomam toda a
copa da arvore; floresce de agosto a setembro. Os frutos sdo vagens de aproximadamente 5
cm de comprimento e amadurecem de outubro a dezembro quando ja ndo ha mais folhas
presentes. Possui madeira pardo-escura, fato que incentivou aos populares de chama-la de
sucupira preta. A madeira é muito empregada para acabamentos internos, como molduras,
portas, assoalhos além de ser largamente utilizada para esteios, postes, trabalhos de
marcenaria e carpintaria (BRAGA, 1953).

Figura 5. Caule (A) e folhas (B) de B. virgilioides Kunth.

Fonte: Prépria do autor

O uso da B. virgilioides & muito comum na medicina popular, principalmente na
regido Nordeste do Brasil. As partes mais utilizadas sdo as cascas do caule e os tubérculos, as
folhas e as sementes. Os tubérculos sdo utilizados contra reumatismos crénicos e deformantes.
Sua casca € tradicionalmente usada contra Ulceras, diabetes, diarreia, adstringente e tonico
(MACEDO E FERREIRA, 2005).
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As sementes em infusdo sdo empregadas em combate a febre, inflamagdes, gota,
artrite e sdo depurativas. As folhas podem aliviar dores nas articulacbes e na garganta
(THOMAZZI et al., 2010). De pequenos orificios, abertos nas cascas do caule da B.
virgilioides Kunth emana uma seiva que em contato com o ar forma uma espécie de goma ou
resina. Esta seiva possui as mesmas caracteristicas das cascas e sdo usadas para 0S mesmos
fins.

Devido a sua importancia medicinal, esta planta foi incluida na Farmacopeia
Brasileira (BRANDAO et al., 2006). Varias bioatividades desta espécie ja foram
comprovadas: antimalérica (DEHARO et al., 2001), antinociceptiva, anti-inflamatoria e
antioxidante (THOMAZZI et al., 2010), hipoglicémica (BARBOSA-FILHO et al., 2005) e
inibidora da enzima acetilcolinesterase (BARBOSA-FILHO et al., 2006).

O estudo fitoquimico das cascas das raizes resultaram no isolamento da substancia
Lupeol, que mostrou bom potencial antileishmanicida para a inibi¢cdo da forma promastigota
de Leishmania chagasi causadora da leishmaniose visceral (SILVA, 2009).

Estudos anteriores de investigacdo quimica desta espécie resultaram no
isolamento de diversas substancias como flavonoides (VELOZO et al., 1999a; VELOZO et
al., 1999b; ARRIAGA et al., 2000), benzofuranoides (MELO et al., 2001), triterpenoides
(TORRENEGRA et al., 1985; MARINHO et al., 1994; MELO et al., 2001) e alcaloides
(TORRENEGRA et al., 1989; MARINHO et al., 1994; BARBOSA-FILHO et al., 2004).
Estas substancias sdo conhecidas por apresentarem atividades bioldgicas importantes, dentre
estas a atividade antimicrobiana assim como potencializadora de antibiéticos (DIXON et al.,
1983; HO et al., 2001).

O extrato etan6lico da casca do caule desta planta foi analisado em uma triagem
fitogquimica anterior, por meio da Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), indicou a
presenca de fenois acidos (&cido clorogénico, acido cafeico) e os flavonoides (quercetina,
rutina e kaempferol), com concentragdes diversas, conforme representado na Figura 11. Os
flavonoides estdo presentes em todas as partes do vegetal, enquanto quantidades significativas

de alcaloides foram encontradas na casca (LEITE et al., 2014).
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Figura 6. Estrutura das moléculas de Rutina, Quercetina e Acido Cafeico.
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Testes da toxidade aguda foram realizados em camundongos por meio da
administracdo do extrato aquoso das cascas do caule de B. virgilioides Kunth via
intraperitoneal (i.p.) na dose de 100 mg.kg? durante 7 dias. A dose utilizada era dez vezes
acima daquela responsavel por causar os efeitos antinociceptivos, anti-inflamatorios e
imunossupressores. Ndo foi observada nenhuma alteracédo clinica ou morte, sustentando assim
0 uso popular do extrato aquoso desse vegetal, pois 0 mesmo néo apresenta nenhum efeito
toxico (SILVA, 2009).

Marquez e colaboradores (2013), salientam um alto teor tdxico nos extratos das
sementes de B. virgilioides Kunth. Foi realizado o ensaio de letalidade com A. salina para a
avaliacdo da toxicidade, considerando que extratos que apresentam valores de ClLso
(Concentragdo Letal) a abaixo de 1000/mL? foram tomados com tdéxicos. Os mesmos
indicaram valores de CLso de 3,53/mL™ sendo considerados ativos. O extrato das hastes

também apresentou-se tdxico para as larvas de A. salina.

2.7. Ensaio de Letalidade com Artemia salina Leach

Os compostos bioativos presentes em frutas, legumes e verduras sdo benéficos a

satde humana favorecendo o bom funcionamento dos 6rgdos e até a prevencdo de algumas
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doengas. Entretanto, como 0s compostos bioativos presentes em extratos vegetais quase
sempre apresentam toxidades em altas doses, 0s testes de toxicidade possibilitam avaliar ou
prever os efeitos toxicos nos sistemas bioldgicos (FORBES E FORBES, 1994).

Os efeitos produzidos por uma substancia aplicada a animais de laboratorio sao
similares aos que ocorrem no homem, desse modo, os testes de toxicidade animal, como o
bioensaio com A. salina, viabiliza atentar para possiveis riscos nos humanos. Muitos ensaios
com o microcrustaceo foram elaborados para identificar compostos bioativos em extratos
vegetais fracionados de forma rapida e simples (AMARAL E SILVA, 2008).

A. salina pertence ao filo Arthropoda, classe Crustacea, subclasse Branquiopoda,
€ uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostraca, da familia Artemidae e Género
Artemia (P1ZZOLOTTO, 2010). Esta espécie adulta mede cerca de 10 mm de comprimento,
conforme ilustrada na Figura 7, os cistos possuem diametro médio de 250 um e os nauplios
recém-eclodidos possuem em média 450 um de comprimento. Os cistos dormentes formados
sdo de baixo custo e facilmente encontrados no comércio, além de permanecerem viaveis por
anos no estado seco, fornecendo material bioldgico que pode ser armazenado durante longos
periodos de tempo sem perda de viabilidade e sem necessidade de se manter culturas
continuas de organismos-teste (BARBOSA et al., 2003).

Figura 7. llustracdo do microcrustaceo de agua salgada A. salina Leach.

Fonte: Pizzolotto (2010)

A A. salina, conhecida como camardo de agua salgada, é considerada um
bioindicador sensivel a pequenas variagdes na qualidade do ambiente, no entanto ela é de facil

manipulagdo em condic¢Oes laboratoriais e tem sido largamente utilizada em testes de
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toxicidade. O bioensaio para as larvas é, em geral, simples, rapido, sensivel e barato (VEIGA;
VITAL, 2002).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Contribuir com o conhecimento sobre a atividade toxica e o perfil fitoquimico das

especies Pterodon emarginatus VVogel e Bowdichia virgilioides Kunth.

3.2. Objetivos especificos

- Obter extratos da casca do caule e das folhas de P. emarginatus VVogel e B. virgilioides
Kunth.

- Verificar a toxidade dos extratos de P. emarginatus VVogel e B. virgilioides Kunth através
do ensaio de toxidade frente as larvas de Artemia salina.

- Definir a DLso (Dose letal do extrato para 50% da populagdo) dos extratos.

- Realizar testes fitoquimicos com os extratos para identificar as principais classes de

metabdlitos secundarios.

4. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS
4.1. Material vegetal

As cascas do caule e folhas de P. emarginatus VVogel (sucupira branca ou faveira)
foram coletadas na Fazenda Boa Vista da Grama, situada no municipio de Anéapolis — Goias,
enquanto a coleta das cascas do caule e folhas de B. virgilioides Kunth (sucupira preta) foi
realizada na Fazenda Jatob4, situada no municipio de Abadiénia — Goias. A coleta das cascas
de ambas as espécies foi realizada no més de junho de 2015, enquanto as folhas foram
coletadas no més de janeiro de 2016. A extracdo foi realizada com o auxilio de facdo e para o
armazenamento temporario e transporte foram utilizados sacos plasticos. A identificacdo das

mesmas se deu por meio de comparagdo com dados da literatura.
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4.2. Preparacao dos extratos brutos

As amostras da casca do caule e folhas foram submetidas a um processo de
triagem e limpeza, exposto em ambiente arejado até secura total. As folhas das duas espécies
foram moidas utilizando-se moinho de facas enquanto as cascas foram trituradas
manualmente.

O material vegetal seco e pulverizado foi pesado e colocado em frascos de vidro
submerso em alcool etilico PA por 7 dias para a extragdo. Apds este periodo, foi realizada a
filtragdo e evaporagdo do solvente em banho-maria, a temperatura de aproximadamente
50°C, conforme o procedimento ilustrado na Figura 8. Este processo foi repetido por duas

VEZCES.

Figura 8- Obtencao dos extratos brutos de P. emarginatus VVogel e B. virgilioides Kunth.
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4.3. Cultura e ensaio de letalidade de Artemia salina Leach

Os ensaios de letalidade de 4. salina foram realizados de acordo com a técnica
descrita por Meyer et al. (1982).

Na realizagdo dos ensaios foram utilizados agua destilada e sal marinho para a
preparacdo de uma solucio salina de concentragio igual a 40gL™!. Também foram adicionados
cerca de 0,0005 g de extrato de levedura. Foram preparados dois litros de solugdo salina,
sendo que um litro foi utilizado para a eclosdo das larvas de 4. salina ¢ um litro para a
renovagao da dgua apos a eclosao.

A solucdo salina foi levada a autoclave. Apds o esfriamento da solugdo, 100 mg
de ovos de Artemia salina foram colocados para eclodir em um kitassato com bomba de
oxigénio por um periodo de 36 horas em uma capela com temperatura ambiente, sob luz de
100 W.

Ap0s este periodo, os nauplios foram coletados do kitassato para um bécker. Uma
nova solucdo salina foi adicionada para a renovagédo dos nutrientes.

Os extratos (0,01g) foram solubilizados em 0,3 mL de DMSO e em seguida foram
acrescentados 9,7 mL de solucdo salina. Os extratos foram preparados em cinco
concentracdes diferentes: 1000 pg. mL™!, 500 pg. mL™, 250 png. mL™!, 125 ng. mL! e 62,5 pg.
mL™,

Para a realizacdo dos ensaios, 10 nauplios de 4. salina foram transferidos com
uma micropipeta para a placa de Elisa (96 pocos). Ao final da transferéncia, cada pogo
possuia 10 nauplios em 100 pL de solugdo salina, acrescentou-se a cada pogco 100 pL dos
extratos diluidos.

Os testes foram realizados em triplicatas e também verificou-se o comportamento
dos nauplios frente ao branco (DMSO e solugdo salina) e ao dicromato de potassio (K2Cr207).

Em seguida, a placa foi tampada e deixada em temperatura ambiente por 24 horas.
Apoés esse periodo, a placa foi analisada utilizando um microscOpio para registrar a

quantidade de nauplios mortos e vivos em cada poco.
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Figura 9- Esquema de preparagdo e execugdo do teste de Letalidade em A. salina Lech.
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Fonte: Propria do autor

Os dados das larvas vivas, em relagdo ao aumento da concentragdo dos extratos

testados, foram analisados e plotados em uma equagao linear simples, a qual foi utilizada para

estimar a DLso.

4.4. Célculo dos valores de DLso

A obtengdo da dose que causa letalidade de 50% dos nauplios (DLso) foi feita por

calculos do método PROBIT de analise, através do software estatistico com 95% de

confianga.

“O probit ¢ um método que estima com eficiéncia a dose letal de um individuo a
50% (DLso) [...] Estima doses criticas em ensaios de dose-resposta, onde uma
determinada droga é administrada em k diferentes doses (niveis), di, da, . . ., dk em,
respectivamente, mi,my,. . ., My individuos, obtendo-se como resposta, apds um
periodo especificado, y1, Yo, . . .,y individuos que mudam de estado (ocorréncia de
um sucesso, por exemplo, morte).Neste tipo de ensaio uma amostra com individuos
de uma mesma espécie é selecionada. Tal amostra é dividida em k grupos, cada um
com mi individuos, i =1, 2, ..., k. Cada dose é aplicada a cada grupo e 0 nimero
de sucessos por grupo (morte do individuo, por exemplo) é contado. Uma
informagdo que é de interesse pratico em experimentos de dose-resposta é a medida
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de Susceptibilidade ou Tolerancia de uma unidade experimental ao tratamento a que
ela foi submetida. Esta tolerancia pode ser entendida como o valor critico que o
tratamento assume no limiar entre sucesso ou fracasso do ensaio, por exemplo, nos
experimentos de dose-resposta, ela pode ser entendida como a menor dose possivel
para matar um determinado individuo, ou seja, a dose letal (lethal dose - DL) do
individuo. Esta Tolerancia ¢ uma variavel aleatéria continua que ndo pode ser
medida diretamente. O que pesquisador tem em maos sdo as proporcdes de sucessos
(ou fracassos) para cada grupo do qual foi submetido o tratamento”.

4.5. Prospeccdo Fitoquimica

A prospecgao fitoquimica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Barbosa (2001) para a identificagdo dos seguintes compostos: saponina espumidica, acidos
organicos, acgucares redutores, polissacarideos, fendis e taninos, flavonoides, antocianinas,
antocianidinas, flavonas, flavonois, flavanondis e xantonas, chalconas e auronas,
leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas, alcaloides, catequinas, esteroides e
triterpenoides, depsidios e depsidonas, derivados da cumarina, antraquinonas. Para a

realizagdo dos testes, foram preparados os reativos conforme descrito no Apéndice 1.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Resultados da extragdo

As quantidades de materiais vegetais secos e extratos brutos etandlicos de P.
emarginatus Vogel e B. virgilioides Kunth em massa, obtidas durante o processo, estdo

descritas na Tabela 1.

Tabela 1 - Quantidade de materiais vegetais secos e rendimento dos extratos etandlicos da
casca do caule e das folhas de P. emarginatus VVogel e B. virgilioides Kunth.

Cddigo Peso seco () Solvente Massa do extrato  Rendimento
obtida (g) %
PECE 1021,0 Etanol 37,8 3,70
PEFE 950,0 Etanol 19,66 2,07
BVCE 676 Etanol 31,3 3,26
BVFE 830 Etanol 15,1 1,82

PECE — Extrato etandlico das cascas de P. emarginatus Vogel. PEFE — Extrato etandlico das folhas de P.
emarginatus Vogel. BVCE — Extrato etandlico das cascas da B. virgilioides Kunth. BVFE — Extrato etandlico

das folhas da B. virgilioides Kunth.
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5.2. Avaliacdo da atividade toxica de extratos de P. emarginatus Vogel e B. virgilioides

Kunth

Os extratos brutos das cascas do caule e das folhas foram submetidos ao bioensaio

de toxicidade frente & A. salina. A quantidade de nauplios de A. salina mortos apds a

exposicao aos extratos dessas espécies estdo descritas nas Tabelas 2, 3,4 e 5.

Tabela 2 - Contagem de A. salina mortas apds 24h de exposicao ao extrato etandlico da casca
do caule de B. virgilioides Kunth.

Bowdichia virgilioides

Kunth (BVCE)

Concentracédo do Quantidade de A. Média de A. salina
extrato bruto salina expostas mortas

1000 pg/mL 10 9
500 pg/mL 10 3
250 pg/mL 10 0
125 pg/mL 10 0
62,5 pg/mL 10 0

Controle 10 10

Branco 10 0

Tabela 3 - Contagem de A. salina mortas apds 24 de exposicao ao extrato etandlico das folhas

de B. virgilioides Kunth.

Bowdichia virgilioides

Kunth (BVFE)

Concentracéo do Quantidade de A. Meédia de A. salina
extrato bruto salina expostas mortas
1000 pg/mL 10 10
500 pg/mL 10 9
250 pg/mL 10 0
125 pg/mL 10 0
62,5 pg/mL 10 0
Controle 10 10
Branco 10 0
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Tabela 4 - Contagem de A. salina mortas ap0s 24 de exposicao ao extrato etanélico da casca
do caule de P. emarginatus VVogel

Concentracédo do Quantidade de A. Média de A. salina
extrato bruto salina expostas mortas
Pterodon emarginatus 1000 pg/mL 10 1
Vogel (PECE) 500 pg/mL 10 1
250 pg/mL 10 0
125 pg/mL 10 0
62,5 pg/mL 10 0
Controle 10 10
Branco 10 0

Tabela 5 - Contagem de A. salina mortas apds 24 de exposicao ao extrato etandlico das folhas

de P. emarginatus Vogel.

Concentracéo do Quantidade de A. Média de A. salina
extrato bruto salina expostas mortas
Pterodon emarginatus 1000 pg/mL 10 10
Vogel (PEFE) 500 pg/mL 10 10
250 pg/mL 10 10
125 pg/mL 10 3
62,5 pg/mL 10 2
Controle 10 10
Branco 10 0

A quantidade de nauplios mortos descritos nas Tabelas 2, 3 e 4, apresentaram
valores muito baixos, assim, ndo foi possivel a realizacdo do célculo da DLso pelo PROBIT.
No entanto, de acordo com Westerlon (2006) quando isso ocorre, considera-se os valores da
DLso>1000 pg. mL™.

De acordo com Meyer et al., (1982) sdo consideradas atdxicas as amostras que
apresentam DLso> 1000 pg. mL™? e toxicas as que apresentam DLso< 1000 pg. mL™. Assim,
0s extratos das cascas de P. emarginatus VVogel e das cascas e folhas da espécie B. virgilioides
Kunth podem ser consideradas atoxicas frente as larvas de Artemia salina Leach.

Os resultados coincidem com testes realizados em camundongos, utilizando as

cascas do caule de P. emarginatus Vogel, que indicam que o extrato aquoso apresenta uma
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toxicidade muito baixa, sendo que nenhuma morte ou outros sinais de toxicidade puderam ser
detectados (MORAES, 2008).
Dos quatro extratos analisados, apenas um apresentou resultados significativos,

com DLso < 1000 pg mL?, conforme descrito na Tabela 6.

Tabela 6 - Avaliacdo da toxicidade em A. salina Leach (DLsp) do extrato obtido das folhas de

P. emarginatus Vogel, com intervalo de confianca de 95%.

Intervalo de confianca 95%
DLso (ug/mL)

Amostra Limite inferior  Limite superior

PEFE 120,8 85,0 165,8

P = Pterodon; E =emarginatus; F = folha; E = etanol

No trabalho realizado por Santos (2008), a toxicidade dos extratos brutos das
folhas da espécie P. emarginatus VVogel foi observada em camundongos via intra-gastrica, e
ndo provocou morte e/ou lesdes, demonstrando baixa toxicidade, fato relacionado a ingestao
do extrato aquoso por humanos. Porém, mortes em bovino e ovinos foram relatadas apds a
ingestdo das folhas dessa espécie que passou a ser considerada hepatdxica (CRUZ et al.,
2003).

5.3. Identificacao da presenca de metabdlitos secundarios

A triagem fitoquimica possibilitou a identificacdo da presenca de metabdlitos
secundérios. Testes foram realizados com os extratos brutos das cascas (PECE, BVCE) e
folhas (PEFE, BVFE) de P. emarginatus Vogel e B. virgilioides Kunth para identificar

diferentes compostos organicos e os resultados sdo apresentado na Tabela 7.

Tabela 7. Classe de metabdlitos secundarios, evidencias experimentais e resultados dos testes

fitogquimicos dos extratos brutos das espécies P. emarginatus VVogel e B. virgilioides Kunth.

Resultados
Classes de metabdlitos Reacao
secundarios Positiva PECE | BVCE | PEFE | BVFE
Saponina espumidica Formagéo de camada de - + B} ]
espuma estavel por 30
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minutos

Acidos organicos

Descoloracéo do reativo

Acucares redutores

Formacao de precipitado
vermelho tijolo

Polissacarideos

Coloracéo azul

Coloracéo inicial entre o
azul e vermelho, frente ao

_ teste em branco (agua + +
Fenois solucdo de cloreto de
ferro 111)
Coloracdo verde frente ao
teste em branco (agua + N
Taninos solucéo de cloreto de
ferro 111)
Coloracgédo vermelho
Esteroides intenso .
Flavonoides Coloracdo résea -
Coloracgédo vermelha (pH
Antocianinas e 3), lilas (pH 8.5) e azul -
antocianidinas purpura (pH 11)
Flavonas, flavonois e Coloragdo amarela (pH -
xantonas 11)
Coloracgédo vermelha (pH
3) e vermelho-purpura -
Chalconas e auronas (pH 11)
Coloracgédo vermelho- )
Flavanonois laranja (pH 11)
Coloracéo vermelha
L eucoantocianidinas quando a0|q|f|cado ¢ )
aquecido.
Coloragéo pardo-amarela N

Catequinas (Taninos
catéquicos)

quando acidificado (pH 1
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- 3) e aquecido

Flavanonas

Coloracgéo vermelho-
alaranjado quando
alcalinizado e aquecido

Flavonais, flavanonas,

flavonondis e xantonas

Aparecimento ou
intensificacdo de
coloracgao vermelha.

Alcaloides

Precipitado vermelho
tijolo frente ao reativo de
Dragendorf

Esteroides e triterpenoides

Sucessao de cores, de
azul evanescente a verde
persistente

Depsidios e depsidonas

Coloracdo verde, azul ou
cinza

Catequinas

Coloragéo vermelho
intenso

Derivados da cumarina

Fluorescéncia azul na
parte exposta da mancha

Antraquinonas

Coloracao rosea,
vermelha ou violeta na
fase aquosa.

P = Pterodon; E =emarginatus; B = Boudichia; V = virgiliodes; C = casca; F =folha; E = etanol

(+) Presenca do metabolito; (-) Auséncia do metabdlito

Os testes realizados nos extratos brutos para a identificacdo de saponina

espumidica apresentou resultado positivo somente para a amostra do extrato da casca da

especie B. virgilioides Kunth na qual foi possivel observar a formacdo de uma camada de

espuma que teve duracdo de um periodo superior a trinta minutos.

As duas espécies apresentaram resultados negativos quanto a presenga de &cidos

orgénicos. A formacdo de precipitado com coloragdo vermelho tijolo indicou resultados

positivos para agucares redutores nos extratos da casca do caule tanto de P. emarginatus

Vogel quanto de B. virgilioides Kunth. Essas substancias fazem parte do grupo dos

carboidratos. No extrato da casca do caule de P. emarginatus VVogel houve o surgimento de
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precipitado com coloragdo vermelho tijolo que indicou resultados positivos para alcaloides
frente ao reativo de Dragendorff.

Os testes para fendis e taninos apresentaram resultados positivos para taninos
catéquicos no extrato das folhas de B. virgilioides Kunth, pois adquiriu coloracdo verde que
variou da coloragdo verde inicial. Os extratos da casca do caule e extrato das folhas
apresentaram resultados positivos para fenois, pois, frente ao teste em branco (dgua + solugéo
de cloreto de ferro 111) pode ser observado a coloracéo inicial entre o azul e o vermelho para a
espécie P. emarginatus Vogel. O extrato das cascas do caule da espécie B. virgilioides Kunth
apresentara resultados positivos para esterois.

Os compostos flavondlicos sdo suscetiveis a alteracdo do pH, pois 0 mesmo
atribui disposicdo diferente nas estruturas destes compostos (SILVAL et al., 2013). Ademais,
a presenca de um constituinte pode mascarar a cor indicativa da presenca de outro (OLORIS
et al., 2014). Foi possivel observar a presenca de flavanondis no extrato das cascas de P.
emarginatus Vogel ao alcalinizar a solucdo a pH 11. Os demais extratos apresentaram
resultados negativos.

Em outro teste, os extratos brutos alcalinizados a pH11 apresentaram resultado
positivo para flavanonas no extrato das folhas de B. virgilioides Kunth. Entre os que foram
acidulados a pH1 foi possivel identificar a presenca de catequinas (Taninos catéquicos)
também no extrato das folhas de B. virgilioides Kunth.

No teste realizado houve o surgimento de uma coloracdo vermelho intenso
indicando a presenca de catequinas no extrato das cascas da espécie B. virgilioides Kunth.
Esteroides e triterpenoides para as folhas das espécies B. virgilioides Kunth e P. emarginatus
Vogel, ambos apresentaram coloracdo que variou do azul evanescente ao verde persistente,
apresentaram também a formac&o de coagulos e precipitado, respectivamente.

Os testes fitoquimicos permitiram a identificacdo do composto fendlico
antraquinona nos extratos da casca da espécie B. virgilioides Kunth. Assim como a presenca
de depsidios e depsidonas, que puderam ser observados por meio da manifestacdo da
coloracédo verde e ainda a presenca de precipitado para as folhas das duas espécies, o extrato
das cascas da espécie B. virgilioides Kunth apresentou coloracéo cinza.

No estudo fitoquimico realizado com os extratos obtidos das cascas do caule de P.
emarginatus Vogel foi observado a presenca de acgucares redutores, fendis e taninos,
alcaloides. Em estudos anteriores foi detectada a presenca de flavonoides, heterosideos

saponinicos, resinas e tragos de esteroides e triterpenoides (BUSTAMANTE et al, 2010),
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além de diterpenos (FASCIO et al. 1975, ARRIAGA et al., 2000), alcaloide (TORRENEGRA
etal., 1989).

A caracterizacdo fitoquimica do extrato das folhas de P. emarginatus Vogel
realizada por Cavalcante e colaboradores (2014) demonstrou a presenca de fenois, taninos
flobafénicos, flavonas, flavonois, flavononois, xantonas e saponinas (CAVALCANTE, et al,
2014). Foi isolada em um outro estudo uma mistura de fitoesterdides B-sitosterol e
estigmasterol de ampla ocorréncia nos vegetais (SANTOS et al., 2010). Nos testes realizados
foi possivel observar a ocorréncia de fendis, taninos, depsidios, depsidonas, esteroides e
triterpenoides. N&o houve a constatagdo de saponinas e dos compostos flavonilicos.

A avaliacdo do extrato da casca do caule de B. virgilioides Kunth apresentou
resultados positivos para catequinas, aclcares redutores, antraquinonas, esterois e saponinas.
De acordo com Leite e colaboradores (2014), esta espécie possui esteroides, triterpenoides,
flavonoides e alcaloides em grandes quantidades.

Ha registros da presenca dos metabodlitos secundéarios flavonoides (VELOZO,
1999), esteroides, triterpenoides, alcaloides em pequena quantidade (SILVA et al., 2010) nas
folhas da espécie B. virgilioides Kunth. Os testes realizados apresentaram resultados positivos
para catequinas, esteroides, triterpenoides, flavanonas, depsidios e depsidonas.

Os principios ativos resultantes do metabolismo secundario estdo distribuidos por
toda a planta, porém, variam em quantidade e localizacdo nas diferentes partes do vegetal. As
trés principais classes sdo: alcaloides, compostos fendlicos e terpenos (DELBONE E
LANDO, 2010). Contudo, os extratos das partes estudadas da espécie P. emarginatus VVogel
apresentou em comum para os extratos das cascas do caule e folhas foram somente os
metabolitos secundarios fendis e taninos e demonstrou divergéncia nos demais metabdlitos
encontrados. J& na espécie B. virgilioides Kunth os principios ativos encontrados em comum
nos extratos das cascas do caule e folhas foram: fendis e taninos, catequinas, depsidios e
depsidonas.

Os resultados obtidos demonstram que as duas espécies possuem em comum 0S
metabdlitos secundarios agucares redutores nas cascas, esteroides, triterpenoides, depsidios e
depsidonas nas folhas. Todavia divergem na ocorréncia das saponinas, flavanonas, fendis,
taninos e esterdis. Assim, pode-se observar que P. emarginatus VVogel e B. virgilioides
Kunth possuem semelhanca morfoldgica e divergéncia quanto a sua composi¢do quimica.

A ocorréncia dos metabdlitos secundarios sdo influenciados diretamente por
fatores que interferem nos niveis totais ou parciais de suas substancias. Podem apresentar

pequenas ou maiores concentracdes do principio ativo nas diferentes estacdes do ano. A época
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em que a coleta é realizada é um fator relevante devido a alteracdes na natureza e quantidade
dos constituintes ativos durante o ano. Entre esses fatores estdo: indice pluviométrico,
disponibilidade de micronutrientes e macronutrientes presentes no solo, temperatura,
sazonalidade, altitude, radiacdo ultravioleta, inducdo por estimulos mecanicos ou ataque de
patégenos (GOBBO-NETO E LOPES, 2007). Desta forma, infere-se que os principios ativos
encontrados em estudos anteriores que ndo foram identificados nessa pesquisa podem estar
relacionados a esses fatores.

Os metabolitos secundarios possuem uma vasta importancia farmacologica. Os
terpenos apresentam acdo antimicrobiana contra varias bactérias, tais como: Helicobacter
pylori, Bacillus subtillis, Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae, Pseudomonas aeruginosa e
menor atividade contra Candida albicans, dependendo do terpeno. Assim estes compostos
podem estar envolvidos, isoladamente ou em associa¢do, na atividade antimicrobiana
(BUSTAMANTE, 2010). Os triterpenoides identificados nas folhas das duas espécies e
alcaloides presente na casca de P. emarginatus VVogel pode justificar o uso das mesmas como
analgesica, anti-inflamatoria. Os fendis possuem também atividades antioxidantes.

As saponinas encontradas no extrato de B. virgilioides Kunth apresentam
atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria (SIMOES et al., 2004). Vieira et al, (2014),
sugere um efeito ansiolitico ao uso do extrato aquoso das cascas de B. virgilioides Kunth
mediados por uma acdo sinérgica das saponinas, alcaloides e flavonoides. No entanto, néo
houve a constatacdo da presenca de alcaloides e flavonoides nos extratos das cascas dessa
espeécie. O extrato aquoso mostrou atividade antinociceptivas, anti-inflamatorias,
antialérgicas e imunomoduladora (SILVA, 2009), além de auxiliar na diminuicdo da glicemia
em ratos adultos.

6. CONCLUSOES

O extrato obtido das cascas do caule da espécie P. emarginatus Vogel se mostrou
ativo frente ao microcrustaceo A. salina Leach ja que apresentaram DLso < 1000 pg/mL
(120,7643). Sendo assim, é possivel inferir que a mesma possui atividades biologicas, sendo
portanto necessario a realizagdo de estudos mais aprofundados.

Os extratos da casca do caule da espécie P. emarginatus VVogel e da casca do
caule e folhas de B. virgilioides Kunth ndo apresentaram toxicidade frente ao microcrustaceo
A. salina Leach, pois de acordo com a classificacdo de Meyer e seus colaboradores (1982)

amostras com valores de DLso acima de 1000 pg/mL sdo considerados atoxicas.
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Os metabdlitos secundérios identificados no extrato das cascas da especie P.
emarginatus Vogel foram fendis e taninos, acucares redutores, alcaloides, depsidios e
depsidonas. Nos extratos das folhas da espécie P. emarginatus VVogel foi possivel identificar a
presenca de esteroides e triterpenoides, fendis e taninos, depsidios e depsidonas.

Foram identificados no extrato das cascas do caule da espécie B. virgilioides
Kunth a presenca de saponina, agucares redutores, antraquinonas, catequinas e esterois. Os
extratos das folhas de B. virgilioides Kunth apontaram resultados positivos para depsidios e
depsidonas, flavanonas, catequinas, esteroides e triterpenoides.

Os metabdlitos secundarios encontrados nas duas espécies foram identificados
pela formacdo de precipitado, formagdo de espuma e mudanca na coloragdo. Entretanto a cor
indicativa de um metabdlito pode mascarar a presenca de outro.

As analises fitoquimicas apresentam dados importantes quanto a identificacao dos
metabolitos secundarios presentes nos vegetais. Entretanto para respaldar o uso popular torna-

se necessario um aprofundamento em relacdo as propriedades fitoterapicas dos mesmos.
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APENDICE 1. PREPARACAO DOS REATIVOS

Reativo de BOUCHARDAT: dissolveu-se 2 g de iodeto de potassio e 1 g de iodo

ressublimado em 50 mL de agua destilada.

Reativo de DRAGENDORFF:

Solucd@o A: dissolveu-se 8 g de subnitrato de bismuto (BiONO3.H20) em 20 mL de acido
acetico.

Solucéo B: dissolveu-se 27,2 g de iodeto de potassio (KI) em 50 mL de agua destilada.

Adicionou-se aos poucos a solugdo A sobre a solucdo B.

Reativo de MAYER:

Solucéo A: dissolveu-se 1,36 g de cloreto mercurico (HgCl2) em 60 mL de agua destilada.
Solucéo B: dissolveu-se 5 g de iodeto de potéssio (KI) em 20 mL de agua destilada.

As solucbes A e B foram misturadas e diluidas para 100mL de solucéo.

Reativo de PASCOVA:

Solucéo A: dissolveu-se em 100 mL de etanol 0,075 g de verde de bromocresol e 0,25 g de
azul de bromofenol.

Solucéo B: dissolveu-se em 100 mL de agua destilada, 0,25 g permanganato de potassio
(KMnOys) e 0,25 g de carbonato de sddio (Na2C0O3).10H20. Misturou-se 9 partes de A para 1

parte de B, no momento de usar.

Reativo de FEHLING:

Solucédo A: dissolveu-se 6.93 g de sulfato de cobre (CuSQO4) em &gua destilada e completar o
volume para 100 mL.

Solucéo B: dissolveu-se 34,6 g de tartarato de sodio e potassio (KNaCsH406.4H20) e 25¢g de
hidroxido de potéassio (KOH) em &gua destilada e diluiu para 100 mL. Utilizou-se na
proporcéo de 2 mL de A, para 2 mL de B.

LUGOL:
Dissolveu-se 10 g de iodeto de potassio (KI) e 5 g de iodo em 50 mL de &gua destilada e
completou-se o volume para 100 mL.

Papel reativo de picrato de sodio:
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Dissolveu-se 1g de &cido picrico (CeH3sN3O3) em 100 mL de &gua destilada. Acrescentou-se
10 g de carbonato de sddio e secou-se o papel em temperatura ambiente.

1.1Testes
Saponina espumidica: dissolveu-se 10 mg do extrato alcodlico seco em 5 mL de &gua
destilada. Em seguida, diluiu-se para 15 mL e agitou-se vigorosamente durante 2 min em tubo

fechado.

Acidos organicos
Dissolveu-se 10 miligramas do extrato seco em 5 mL de agua destilada. Filtrou-se e em
sequida, transferiu-se 2 mL para um tubo de ensaio e adicionou-se gotas do reativo de

Pascova.

Acucares redutores

Técnica 1: dissolveu-se 10 miligramas do extrato seco em 5 mL de agua destilada.

Filtrou-se. Adicionou-se 2 mL do reativo de Fehling A e 2 mL do reativo de Fehling B.
Aqueceu-se em banho-maria em ebuligdo durante 5 min.

Polissacaridios

Dissolveu-se 10 miligramas do extrato seco em 5 mL de &gua destilada. Filtrou-se e

adicionou-se duas gotas de lugol.

Fenois e taninos
Dissolveu-se 10 miligramas de extrato seco em 5 mL de agua destilada, filtrou-se e adicionar

2 gotas de solucdo alcodlica de FeClz a 1%.

Flavonoides
Geral: dissolveu-se 10 miligramas do extrato seco, em 10mL de metanol. Adicionou-se 5

gotas de HCI concentrado e raspas de magnésio.

Flavonoides por classes

a. Antocianinas e antocianidinas, flavonas, flavonadis, flavanonois, xantonas, chalconas e
auronas.

Dissolveu-se alguns miligramas do extrato seco, em 10 mL de metanol. Adicionou-se 5 gotas

de HCI concentrado e raspas de magnesio.
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b. Leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas

Em dois tubos foram adicionados 3 mL da solucdo preparada anteriormente, acidulou-se o
primeiro com solucdo de HCI a pH 1-3 e 0 outro a pH 11 com solucdo de NaOH. Foram
aquecidos com auxilio de uma manta aquecedora durante 2 — 3 minutos, cuidadosamente.
Observou-se as modificagdes na coloracdo comparando com os tubos utilizados no teste

anterior.

c. Flavondis, Flavanonas, flavanonois e xantonas

Transferiu-se para um tubo de ensaio, 3 mL da solucdo extrativa usada no teste anterior e
acrescentou-se alguns miligramas de magnésio em raspas, e 0,5 mL de HCI concentrado.
Apdbs o termino da efervescéncia observou-se por comparacdo a mudancga na coloracdo em

relacdo aos tubos acidificados dos testes anteriores.

Alcaloides
Dissolveu-se 10 miligramas do extrato seco em 5 mL de solucdo de HCI a 5%. Em seguida,
separou-se quatro porcdes de 1 mL em tubos de ensaio e adicionou-se gotas dos reativos de

Bouchardat, de Dragendorff e de Mayer.

Esteroides e triterpenoides

Dissolveu-se 10 miligramas do extrato seco em 10 mL de cloroférmio. Filtrou-se sobre carvao
ativado. Transferiu-se o filtrado para um tubo de ensaio e adicionou-se 1 mL de anidrido
acético. Agitou-se e em seguida, adicionou-se 3 gotas de H>SOa concentrado. Agitou-se

novamente.

Depsidios e depsidonas
Dissolveu-se 10 miligramas do extrato seco em 5 mL de éter etilico. Evaporou-se todo o éter
em banho-maria juntou-se ao residuo 3mL de metanol. Agitou-se e adicionou-se 3 gotas de

solucéo de FeClz a 1%.

Catequinas
Dissolveu-se 10 miligramas do extrato seco em 3 mL de metanol. Acrescentou-se 1 mL de

solugéo aquosa de vanilinaa 1% e 1 mL de HCI concentrado.
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Derivados da cumarina

Dissolveu-se 10 miligramas do extrato seco em 5 mL de éter etilico, concentrou-se em banho-
maria até 0,5 mL. Em papel filtro, aplicou-se gotas da solucéo etérea, de modo a formar duas
manchas de aproximadamente 1cm de didmetro cada. A uma destas, juntou-se 1 gota de
solugéo de NaOH a 1M. Cobriu-se a metade da mancha com papel escuro e exp0s-se a outra

metade a luz ultravioleta. Descobriu-se e comparou-se.

Antraquinonas
Dissolveu-se 10 miligramas do extrato seco em 5 mL de tolueno. Adicionou-se 2 mL de

solugéo de NH4OH a 10%, agitou-se suavemente.



