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INTRODUCAO

A utilizacdo de plantas para cura, tratamento e prevencdo de doencas pelo homem, é
secular. O grande uso das planas na medicina popular despertou o interesse nos cientistas em
isolar seus principios ativos e investigar seus mecanismos de acdo. Estudos quimicos,
farmacoldgicos e clinicos, predominantemente com produtos naturais oriundos de plantas,
constituem a base dos mais antigos e conceituados medicamentos, como aspirina, digitoxina,
morfina, quinina e pilocarpina (VIEGAS JR; BOLZANI, 2006).

Atualmente, os produtos naturais tém grande importancia na area da salde, desde que
cerca de 60% de todos os principios ativos encontrados nas formulacdes dos medicamentos
sdo originarios de forma direta ou indireta de um produto natural (NEWMAN; CRAGG,
2016). E, portanto, notavel a contribuicdo dos produtos naturais, como fonte de compostos
bioativos, com perspectiva de medicamento, os quais podem ser oriundos de fontes diversas
como, a partir de plantas, organismos marinhos e microrganismos marinhos ou terrestres.

Vérias plantas da familia Malvaceae fazem parte do elenco de plantas do sistema de
medicina tradicional da regido Nordeste, destacando-se quanto as propriedades anti-
inflamatorias, antinociceptivas, antioxidantes, antimicrobianas e anticancer (PAIVA et al.,
2013; CHAVES et al., 2013; SHAIKH et al., 2106; BABU et al., 2016; MAH et al., 2017).

O género Pseudobambax, pertencente, atualmente, a familia Malvaceae, possui
distribuicdo exclusiva na América do Sul, especialmente na Bolivia, Brasil, Paraguai e Peru
(BOVINI, 2010). No Brasil, as plantas desse género ocorrem nos estado da Bahia, Ceard,
Paraiba, Pernambuco e Rio Grande do Norte. Suas plantas sdo conhecidas popularmente
como embiratanha, imbirucu, paineira-imbirucu ou sumadma e sao, particularmente, relatada
como possuidoras de acdo anti-inflamatoria no nordeste brasileiro. A casca de embiratanha
apresenta emprego medicinal por populacdes da regido Nordeste do Brasil, que utilizam o
método de decoccdo como forma de preparo e aplicam nos casos de processos inflamatérios
(AGRA et al., 2008). Estudos envolvendo a quimica de plantas do género Pseudobombax, séo
bastante incipientes e 0s poucos estudos fitoquimicos encontrados relatam a presenca de
compostos pertencentes as classes de flavonoides, esteroides e taninos (CHAVES et al., 2013;
PAIVA et al., 2013; PAULA, BARBOSA; DEMUNER 1997), ressaltando a necessidade de
estudos fitoquimicos visando o isolamento e elucidacéo estrutural desses metabdlitos.

! Graduando do Curso de Quimica da Universidade Estadual da Paraiba - UEPB,
wallaceamorim2011@hotmail.com;
2 Professora orientadora: Doutora, Universidade Estadual da Paraiba - UEPB, cei_menezes@yahoo.com.br

Os autores agradecem ao CNPq e ao PIBIC/UEPB pelo apoio financeiro (83)33223222

contato@conapesc.com.br
www.conapesc.com.br


mailto:wallaceamorim2011@hotmail.com
mailto:cei_menezes@yahoo.com

CONGRESSO
R NACIONALde
\ PESQUISAcENSINO
emC|ENCIAS

~ CONAPESC

Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo realizar a prospec¢do quimica de
Pseudobambax simplicifolium na busca por constituintes quimicos biologicamente ativos.

METODOLOGIA

Material vegetal

Exemplares de plantas de P. simplicifolium, foram coletados no parque nacional do
Catimbau-Pernambuco e uma exsicata ja encontra-se depositada no Herbario IPA— Instituto
Agrondmico de Pernambuco, Recife-PE, com o nimero 94.671.

Preparacao dos extratos

As cascas do caule de P. simplicifolium foram secas em estufa por 7 dias a temperatura
de aproximadamente 40 °C. O material seco foi triturado em moinho de facas, dando origem a
droga vegetal das cascas de P. simplicifolium (DVC-PS). Esse material foi submetido a
extracdo por maceracdo dindmica, usando uma solucdo de etanol/dgua 30%, mantido em
agitacdo por 24 horas. Foram realizadas trés extra¢des (3 x 500 mL). Posteriormente, o extrato
foi separado do residuo através de filtracdo simples e o solvente foi evaporado em
rotaevapovador a pressao reduzida, resultando no extrato hidroalcodlico das cascas de P.
simplicifolium (EHC-PS) com uma massa de 25,03 g.

Andlise no infravermelho

Uma aliquota do extrato EHC-PS (1 mg) foi submetida a andlise por espectroscépica
no infravermelho médio no intervalo de 500 a 4000 cm™, em um espectrémetro pertencente
ao Laboratério de Certificacdo em Biomateriais (Certbio), da Universidade Federal de
Campina Grande e analisados Software Origem (8.0).

Andlises fitoquimicas de EHC-PS

O screening qualitativo seguiu a metodologia descrita por Matos (1997) e adaptada
por Costa (2010). A pesquisa dos metabdlitos secundarios do extrato da P. simplicifolium foi
feita por testes que foram aplicados para determinados grupos quimicos de metabo6litos
secundarios. Para saponinas foi aplicado o teste da espuma. Para polissacarideos foi aplicado
o teste do lugol. Para fendis e taninos foi-se aplicado o teste com FeClz 1%. Para flavonoides
foram aplicados o teste de shinoda e Oxalo-bdrico. Para esteroides e triterpenoides foi
aplicado o teste de Liebermann-Buchard e finalmente, para alcaloides os testes de
Dragendorff, Bouchard e Mayer.

Analise quantitativa EHC-PS

A analise quantitativa do extrato EHC-PS para o grupo quimico foi realizada em
placas de 96 pocos e foi efetuada a leitura das absorbancias em Leitor de ELISA série Expert
Plus.
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O teor total de flavonoides foi quantificado por um método colorimétrico. Cada amostra (200
pL) a 2 mg/mL foi misturada com 100 pL de solucdo de AIClz a 2% em metanol. Permitir a
reacdo a temperatura ambiente por 10 minutos. A absorbancia foi medida a 410 nm. Uma
curva de calibracéo foi realizada simultaneamente nas mesmas condigdes operacionais usando
Quercetina (Qct) como controle positivo. Os resultados foram expressos como equivalente de
quercetina por grama de extrato seco (mg eq/g).

Fracionamento cromatografico e isolamento dos constituintes quimicos

As preparacGes cromatograficas foram realizadas com o uso de gel de silica como
adsorvente padrdo; no caso da cromatografia em coluna foi utilizado gel de silica; para a
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foi utilizado gel de silica aderido em
cromatoplacas de aluminio com espessura de 0,20 mm. A revelacdo das substancias em
CCDA foi realizada mediante o uso de luz ultravioleta, vapores de iodo sublimado ou ainda
por aspersdo com solugéo de vanilina (CgHgOs), seguida de agquecimento a 100°C.

O extrato das cascas de P. simplicifolium (24,03 g) foi cromatografado em coluna
aberta, utilizando 75,82 g de silica gel para a composicdo da fase estacionaria e como fase
movel foi usada os solventes hexano, acetato de etila e metanol, puros em misturas binarias de
polaridade crescente. Dessa coluna foram obtidas 9 fracdes, as quais foram monitoradas por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA). As fracbes C1F2 e C1F3 mostraram-se
visualmente semelhantes e, assim, foram reunidas para uma nova coluna, utilizando 27,96 g
de silica para a fase estacionaria e como fase mével os solventes hexano, acetato de etila e
metanol puros ou em misturas binérias de polaridade crescente. Dessa coluna foram obtidas
51 fragdes, as quais foram monitoradas por CCDA e agrupadas de acordo com a semelhanca
na placa cromatografica em 7 fracdes. A analise por CCDA das subfracdes C2F11 a C2F13,
as quais se apresentaram na forma de um material cristalino, permitiu identificar um elevado
grau de pureza para essas fracbes. Tais fracbes foram reunidas, fornecendo 137,0 mg de
substancia pura, a qual foi codificada por PS-01.

A partir da fracdo F7 a F23 da C4, apds sucessivas cromatografias, utilizando como
fase movel solventes hexano, acetato de etila e metanol, puros em misturas binarias de
polaridade crescente, foi isolado 10,9 mg de uma substancia, a qual foi codificada de PS-02.

Atividade biol6gica

O extrato e suas fragdes do EHC-PS foram submetidos inicialmente a avaliacdo da
atividade antioxidante, a qual foi realizada no Laboratorio de Produtos Naturais do
Departamento de Bioquimica no Centro de biociéncias da Universidade Federal do
Pernambuco, sob a coordenacdo da Profa. Dra. Marcia Vanusa da Silva. Onde foram
utilizados 3 métodos, a avaliagdo da atividade sequestradora do cation radical 2°,2-azino-bis
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS™), onde baseou-se na geracdo do radical catidnico
cromoforo obtido a partir da oxidacdo de ABTS por persulfato de potéssio. Para esta analise,
foi utilizada a metodologia descrita por Re et al. (1999). A avaliagdo da atividade
sequestradora do radical 2,2-difenil-1-picrilidrazilo (DPPH), onde foi medida por meio de
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doacgdo de hidrogénio usando o radical estavel DPPH (Blois, 1958). E por fim, a capacidade
antioxidante total por fosfomolibdénio (CAT). A capacidade antioxidante total (CAT) dos
compostos foi avaliada pelo método do fosfomolibdénio, que consistiu na capacidade da
composicdo em reduzir o molibdénio e formar o complexo fosfato-molibdato (Pietro et al.,
1999).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da analise do espectro de infravermelho (1V) do extrato hidroalcodlico das
cascas do caule de P. simplicifolium (EHC-PS), foi possivel identificar os principais grupos
funcionais presentes no mesmo. O espectro apresentou bandas de estiramentos na regido de
3400 cm™ sugestivos de grupamento hidroxila. Foi possivel verificar também uma banda em
aproximadamente 1700 cm™* sugestivo de fungio carbonilada. As absorgdes proximas de 1000
cm? sdo compativeis com ligages C-O, mostrando a presenca de grupos funcionais
oxigenados (PAVIA et al.,.2015). O espectro de EHC-PS apresentou bandas mais bem
resolvidas na regido de 1500 cm™ compativel com estiramento da ligagdo =C-H de anel
aromatico (PAVIA et al, 2015) .

O extrato hidroalcodlico das cascas do caule (EHC-PS) foi submetido a prospecgéo
fitoquimica e as principais classes de metabolitos secundarios encontrados foram positivas
para saponinas, fendis e taninos e parcialmente positivo para alcaloides. Estes resultados
positivos para presenca das classes de fendis, taninos nos extratos estdo de acordo com 0s
encontrados na literatura para espécie Pseudobombax marginatum, porém os metabolitos
saponinas e alcaloides ndo foram detectados na literatura para a referida espécie (PAIVA et
al., 2013).

A andlise guantitativa evidenciou teores de flavonoides 0,603+0,03 mg/g. Essa classe
de substancias ja foi detectada em outras espécies de Pseudobombax , no entanto, ainda nédo
havia estudos semelhantes realizados para Pseudobombax simplicifolium.

O fracionamento cromatogréafico do extrato EHC-PS permitiu o isolamento de dois
compostos (PS-01 e PS-02). As estruturas de PS-01 e PS-02 1-3, foram determinadas com
base na analise de seus dados espectrais, particularmente, de ressonancia magnética nuclear
de hidrogénio e carbono 13 (RMN H e 3C), incluindo experimentos uni e/ou bidimensionais.
O espectro de RMN®C de PS-01 apresentou 30 linhas espectrais caracteristico de um
triterpeno, que em comparacdo com o espectro RMN 3C - DEPT 135°, permitiu verificar a
presenca de 7 carbonos metilicos (CHz), 11 metilénicos (CH>) e 6 metinicos (CH), e devido a
diferenca, restaram-se 6 carbonos ndo hidrogenados. Um sinal em &c 79,24 sugeriu a
ocorréncia de carbono metinico oxigenado, e dois sinais em oc 109,54(CH.) e 151,19(C),
foram atribuidos a sinais de carbonos referentes a uma ligagdo dupla dissubstituida e terminal.
O espectro de RMN *H exibiu um grande nimero de sinais na regifo entre 6x0,81-1,73,
sendo que nessa faixa foram observados 7 singletos, que foram atribuidos a hidrogénios de
grupo metila ligados a atomos de carbono saturados e ndo hidrogenados. A andlise desses
dados e comparacdo com os da literatura (ARATANECHEMUGE et al., 2004; JEFFREYS &
NUNEZ, vol.46,2016) foi possivel determinar sua estrutura de PS-01 como sendo o lupeol,
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um triterpeno comumente isolado de plantas e que apresenta atividade bioldgica, tais como:
Anti-inflamatdria, anticancer, antimicrobiana, entre outras.

Ja a substancia PS-02 foi identificada como [-sitosterol, que € um esteroide
comumente isolado de plantas, sua estrutura foi confirmada pelo espectro de RMN *H, que
mostrou sinal caracteristico do hidrogénio da ligacéo dupla e de hidrogénio ligado ao carbono
oxigenado, 0s quais sdo compativeis com os da literatura para o B-sitosterol (ANDRADE,
2003).

Os extratos EHC-PS e fragGes exibiram atividade antioxidante frente aos métodos
DPPH, ABTS e CAT, sendo as fragdes mais polares foram as mais ativas, apresentando o 1Csg
muito baixo em relacdo ao controle positivo usado em cada método testado. A eficiéncia de
um antioxidante é dependente de sua capacidade de sequestrar os radicais livres (Sharma &
Singh, 2013). Os compostos fendlicos sdo responsaveis pela transferéncia de hidrogénio que
neutraliza a acdo desses radicais (Brewer, 2011). A atividade antioxidante pode ser justificada
pela presenga de compostos fendlicos que foram identificados na andlise fitoquimica
preliminar do extrato. Bem como, pela presenca de substancias fenolicas nas fragdes mais
polares (presenca detectada em CCDC, revelada com FeCls) as quais, por reacdo radicalar,
estabilizam o radical livre do DPPH, mostrada pela mudanga de coloragdo e indicando
atividade.

CONSIDERACOES FINAIS

Nos testes fitoquimicos foram detectados metabdlitos secundarios que ndo foram
estudados na literatura para espécies do género Pseudobambax, como alcaloides e saponinas,
ja a quantificacéo de flavonoides apresentou resultados significativos para o EHC-PS, sendo o
primeiro estudo sobre essa classe para referida espécie.

A prospeccdo fitoquimica do extrato das cascas do caule de P. simplicifolium, através
de técnicas cromatograficas permitiu o isolamento de dois constituintes quimicos (PS-01 e
PS-02), os quais tiveram suas estruturas elucidadas, apds analise de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio e carbono 13 (RMN de H e *3C), como sendo o lupeol e p-sitosterol.
Os extratos EHC-PS e fragdes exibiram a atividade antioxidante frente aos métodos DPPH,
ABTS e CAT. Estes resultados estimulam a continuidade do estudo fitoquimico visando
isolar as demais substancias presentes.
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