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RESUMO

As plantas do género Pseudobombax, pertencentes a familia Malvaceae, tem
ampla aplicacdo na medicina popular e sdo conhecidas pelas suas atividades anti-
inflamatdrias, antinociceptivas, antioxidantes, antimicrobianas e anticancer. O
presente estudo teve como objetivo investigar as caracteristicas fisico-quimicas, a
composicdo quimica e a atividade biologica de Pseudobombax simplicifolium A.
Robyns, uma espécie com indicacdo de uso medicinal popular. Inicialmente a droga
vegetal (folhas) de P. simplicifolium (DVF-PS) foi submetida a teste de
caracterizacao fisico-quimica utilizando métodos oficiais (granulometria, umidade,
cinzas, pH e densidade). O extrato hidroalcéolico das folhas de P. simplicifolium
(EHF-PS) foi submetido a analise fitoquimica qualitativa e quantitativa, e também a
avaliacdo das atividades antioxidante e antimicrobiana. DVF-PS apresentou
granulometria, umidade, cinzas, pH e densidade que estdo de acordo com os dados
preconizados na Farmacopeia Brasileira. O screening fitoquimico e a analise
guantitativa mostrou a presenca de alcaloides, esterdides e triterpenos e resultado
positivo fraco para presenca de flavonoides no extrato de P. simplicifolium; A
investigacdo quimica do extrato hidroalcéolico das folhas foi realizada utilizando
técnicas classicas de cromatografias como: cromatografia em coluna (CC) e
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA), e resultou no isolamento de
duas substéancias codificadas de PSF-01 e PSF-02. As estruturas das substancias
foram elucidadas com base nos dados de Ressonancia Magnética nuclear - RMN
de 'H e de 3C. A andlise dos dados de RMN de 'H e de 3C em comparagdo com
dados da literatura permitiram identificar as substancias PSF-01 e PSF-02 como
sendo os triterpenos lupeol e betulina, respectivamente. Na avaliacdo do potencial
antioxidante o EHF-PS se mostrou ativo para os métodos testados (DPPH, ABTS) e
mostrou-se inativo frente o método CAT Entre os métodos avaliados, a melhor
atividade antioxidante do extrato se deu para DPPH e ABTS frente ao padréo trolox.
O EHF-PS néo exibiu atividade antimicrobiana frente a cepa de Stafhylococcus
aureus indicando a possibilidade de testes com outras cepas.

Palavras-Chave: Imbirucu, P. simplicifolium, Estudo Fitoquimico, Atividade
antioxidante



ABSTRACT

Plants of the genus Pseudobombax, belonging to the Malvaceae family, have wide
application in folk medicine and are known for their anti-inflammatory,
antinociceptive, antioxidant, antimicrobial and anticancer activities. The present
study aimed to investigate the physical-chemical characteristics, the chemical
composition and the biological activity of Pseudobombax simplicifolium A. Robyns, a
species with indication for popular medicinal use. Initially, the plant drug from the
leaves of P. simplicifolium (DVF-PS) was subjected to a physical-chemical
characterization test using official methods (particle size, moisture, ash, pH and
density). The hydroalcoholic extract of the leaves of P. simplicifolium (EHF-PS) was
submitted to qualitative and quantitative phytochemical analysis, as well as the
evaluation of antioxidant and antimicrobial activities. The vegetable drug from the
leaves showed granulometry, moisture, ash, pH and density, which are in
accordance with the data recommended in the Brazilian Pharmacopeia. Such
characteristics confirmed the preliminary analyzes of sizing, ash content and
moisture. Phytochemical screening showed positive results for alkaloids, steroids
and triterpenes. Quantitative analysis for steroids, triterpenes showed a high
percentage and a low percentage for flavonoids attested the presence of these
classes of metabolites in the extract of P. simplicifolium; The chemical investigation
of the hydroalcoholic extract of the leaves was carried out using classical
chromatography techniques such as: column chromatography (CC) and analytical
thin layer chromatography (CCDA), and resulted in the isolation of two substances
coded for PSF-01 and PSF-02. The structures of the substances were elucidated
based on the data of nuclear Magnetic Resonance - 1H and 13C NMR. The analysis
of 1H and 13C NMR data compared to data in the literature allowed the identification
of the substances PSF-01 and PSF-02 as the triterpenes lupeol and betulin,
respectively. The EHF-PS extract proved to be active for the tested methods
(DPPH, ABTS) and was inactive compared to the CAT method. Among the
evaluated methods, the best antioxidant activity of the extracts was for DPPH and
ABTS compared to the trolox standard, however, did not exhibit antimicrobial activity
against the Stafhylococcus aureus strain, indicating the possibility of testing with
other strains.

Keywords: Imbirugu, P. simplicifolium, Phytochemical analysis, Antioxidant activity
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais € importante em todo o mundo, especialmente
na medicina tradicional ou alternativa. A busca por compostos ativos derivados de
plantas € uma abordagem moderna para descoberta de novas drogas (ARAUJO et
al., 2014). O uso de plantas medicinais nos ultimos anos, em especial em paises em
desenvolvimento, tem voltado a crescer o interesse, mesmo que de forma gradual
havendo um aumento da procura por fitoterapicos de qualidade, os quais séo
descritos como seguros e com pouco e/ou sem efeitos adversos, quando
comparados as drogas sintéticas (CECHINEL FILHO, 2015).

Atualmente, os produtos naturais tém grande importancia na area da saude,
desde que cerca de 60% de todos os principios ativos encontrados nas formulaces
dos medicamentos s&o originarios de forma direta ou indireta de um produto natural
(NEWMAN; CRAGG, 2016). E, portanto, é notavel a contribuicdo dos produtos
naturais, como fonte de compostos bioativos a partir de metabolitos secundarios,
como fonte de novos farmacos e medicamentos.

O campo de exploracdo dos metabdlitos secundarios de organismos vivos é
afirmativamente um tema de grande relevancia e indubitavel valor para a ciéncia,
quer seja por suas aplicagdes biotecnologicas diretas, como protétipos para novos
farmacos ou como instrumento cientifico em diversas areas (Yunes Filho, 2009).

No entanto, para se chegar a um medicamento desenvolvido a partir de uma
planta, este deve passar por varias etapas e por uma pesquisa multidisciplinar desde
o0 campo da botanica, Quimica, microbiologia, biologia molecular, farmacologia,
toxicologia, experimentos clinicos e técnicas analiticas diversas (CECHINEL FILHO,
2015). Alem disso, a pesquisa deve seguir algumas etapas essenciais, desde a
pesquisa da planta, coleta, obtencédo e caracterizacdo da droga vegetal, extracao,
isolamento de componentes ativos, até culminar com o desenvolvimento de uma

forma farmacéutica adequada para o uso in vivo.

O género Pseudobombax faz parte da familia da Malvaceae e subfamilia das
Bombacoideae. Estudos envolvendo a quimica de plantas do género
Pseudobombax, s&o bastante incipientes e o0s poucos estudos fitoquimicos
encontrados relatam a presenca de compostos pertencentes as classes de
flavondides, esterodides e taninos (CHAVES et al., 2013; PAIVA et al., 2013; PAULA;
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BARBOSA; DEMUNER, 1997), ressaltando a necessidade de estudos fitoquimicos
visando o isolamento e a elucidacdo estrutural desses metabdlitos. Adicionalmente,
a literatura ndo apresenta registro de estudos quimicos e de atividade biolégica para
espécie Pseudobombax simplicifolium, uma espécie da Caatinga cujas cascas sao
utilizadas no tratamento de doencas do sistema urinario (VALERIANO et al, 2016).
Neste contexto, buscou-se investigar a composicdo quimica e o potencial
antioxidante e antibacteriano da referida espécie para alicercar seu uso na medicina
tradicional e contribuir para o conhecimento quimiotaxondomico do género

Pseudobombax.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo investigar a composi¢cado quimica e as
caracteristicas fisico-quimicas das folhas da espécie Pseudobombax simplicifolium,

bem como avaliar seu potencial antioxidante e antimicrobiana.

2.2 Objetivos Especificos

a) Realizar estudos de qualidade fisico-quimico da droga vegetal obtida das folhas
de P. simplicifolium;

b) Produzir o extrato hidroalcodlico partir do material vegetal em p6 das folhas de
P. simplicifolium;

c) Conhecer os metabolitos secundarios produzidos pela espécie;

d) Isolar e identificar e compostos;

e) Avaliar a atividade antioxidante do extrato utilizando diferentes métodos;

f) Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato frente a Staphylococcus aureus.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Familia Malvaceae

As plantas da familia Malvaceae sdo de grande importancia na medicina
tradicional ou alternativa, sendo encontradas na forma de &arvores, arbustos e,
também, ervas. A familia Malvaceae é bastante abundante, apresentando em torno
de 250 géneros e mais de 4.200 espécies e que estdo distribuidas em todo o
mundo, sendo predominante em regides tropicais com uma grande variedade em
sua flora (RAO et al., 2018).

No Brasil, A familia Malvaceae é representada por cerca de 70 géneros e 780
espécies, das quais aproximadamente 290 estdo distribuidas na Regidao Nordeste e
161 na Caatinga, com mais de 50% das espécies que ocorrem no pais,
caracteristicas que as identificam como endémicas (LIMA et al., 2019). As plantas da
familia Malvaceae destacam-se por suas propriedades anti-inflamatorias,
antinociceptivas, antioxidantes, antimicrobianas e anticancer apresentadas no
Quadro 1 (PAIVA et al., 2013; CHAVES et al., 2013; SHAIKH et al., 2016; BABU et
al., 2016; MAH et al., 2017).

Neste contexto, foi realizado um levantamento bibliografico do uso medicinal,
atividades bioldgicas e estudos fitoquimicos de espécies da familia Malvaceae.

Com base neste levantamento, foram encontrados trabalhos com estudos
significativos relacionados as plantas da familia Malvaceae, destacando-se o0s
estudos com plantas pertencentes ao género Pseudobombax como apresentados no
Quadro 1, porém nenhum estudo sobre prospeccao quimica ou atividade biologica

para espécie Pseudobombax simplicifolium.

No Quadrol é apresentado o levantamento das publicacdes relacionadas aos

estudos dos géneros da familia Malvaceae no periodo de 2012 a 2020:

De acordo com os resultados encontrados no levantamento bibliogréafico
(Quadro 1), as plantas da familia Malvaceae sdo usadas na medicinal tradicional,
principalmente, no tratamento de infecgbes orais, Ulcera, gastrite, dor no estdmago,
dor na coluna vertebral, insénia e tratamento do sistema geniturinario feminino
(PAIVA et al., 2013; ALMEIDA et al., 2015). Entre as atividades biolégicas

comprovadas, experimentalmente, para as plantas da referida familia, destacam-se:
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antioxidante, analgésica, anti-inflamatéria, antinociceptiva e antimicrobiana,
antibacteriana, hepatoprotetora, citotoxica, anticolinesterasica, antifungica,
renoprotetora, antileishmanial e antitripanosomal (PAIVA et al., 2013; ALMEIDA et
al., 2015). Neste ambito, foi possivel identificar que as principais classes de
metabolitos secundarios desta familia sdo compostos fendlicos, alcalbides,
flavondides, triterpenos, esterdides e saponinas (PAIVA; COSTA et al.,, 2013;
MENEZES et al., 2015).



Quadro 1 - Uso medicinal, atividades biologicas e estudos fitoquimicos da Familia Malvaceae
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Género Espécie Parte Uso medicinal Extrato Atividade Classe de compostos Referéncia
Estudada Identificados
Fos Abelmoschu Flores Doenca renal Alcodlico Efeitos Flavonoides Chen, et al,
smanihot crénica renoprotetores 2016
Abelmoschu
Abelmoschu smoschatus Raizes Doencas Extrato Antioxidante Compostos fendlicos Lalmuanthanga,
degenerativas metandlico et al, 2019
Annona Annona sylvatic Folhas Tuberculose Alcodlicos | Anti-micobacteriana Flavonoides Aralijo, et al.
Antituberculose 2014
Problemas Antioxidante,
Guazuma Guazuma ulmifolia Lam Cascas | gastrointestinais | Etandlico Anticolinesterasica _ Flavonoides Morais, et al,
folhas e de pele, entre Antifangica Acidos fendlicos 2016
outras doencas
Hibiscus Hibiscus rosa-sinensis L. Flores Danos Base seca Antioxidante Polifendis totais, Silva, et al,
Hibiscus syriacus L. oxidativos Base Umida _Antocianinas 2016
Acido ascorbico
Compostos fendlicos
Antioxidante, totais
Lavatera Lavatera thuringiaca L. Folhas - Etandlico Citotéxica e Flavonoides Maskovic, et al,
Aquoso Antibacteriana Taninos condensados 2017
Galotaninos
Antocianinas
Antioxidante Fendis totais Junior, et al,
Luehea Luehea paniculata Folhas Infeccbes Etandlico Antifingico _ Flavonoides 2015
Mart. &Zucc. cascas flngicas Antibidtica Acido rosmarinico
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Continuacao)

Classe de compostos

Género Espécie Parte Uso medicinal Extrato Atividade Identificados Referéncia
Estudada
Folhas Antioxidante Abdelhafez,
Malvaviscus Malvaviscus arboreus caules em Lesdo hepética Etandlico Atividades Compostos fenolicos et al, 2018
Cav.. pé hepatoprotetoras
Tratamento do
Pseudobombax Cascas sistema Costa et al,
marginatum geniturinario Hidroalcodlicos Antimicrobiana Taninos 2013
Feminino
Infeccbes orais
Casca Taninos Paiva et al,
Pseudobombax interna Ulcera Hidroalcodlicos | Anti-inflamatorios Flavondides 2013
marginatum Gastrite Antinociceptivos. Esterdides livres
Folhas Antioxidante
Pseudobombax cascas Dor no estdmago Aquoso; Anti-inflamatério Diaz et al,
ellipticum raizes Etandlico. Analgésica - 2015
Pseudobombax cortex
Galhos Ulcera Anti-inflamatorios; Flavondides Menezes et
Pseudobombax cacas Gastrite Etanol-agua Contraceptivos. Antocianinas al, 2015
marginatum Raiz
Flores
Insbnia Fendis
Ulcera Gastrite Taninos
Pseudobombax Entrecasca Inflamacdes Hidroalcoolicos - Alcaléiqles Almeida et
marginatum Folhas Dores na coluna Flavonoides al, 2015
vertebral Xantonas
Saponinas

Esterois livres
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(Continuacéo)
Classe de
Género Espécie Parte Uso medicinal Extrato Atividade compostos Referéncia
Estudada Identificados
Acido n-hexacos-
Sida rhombifolia Infeccdes Bruto 11-endico, Woldeyes,
Raizes bacterianas Antibacteriana estigmasterol et al, 2012
B-sitosterol
Sida . . __ Alcaloides
Dismenorreia, Aquoso indoloquinolinicos | Jatsa, et al,
Sida pilosa Retz. Pgrtes dorgs apdominais Antioxidante Terpenqides 2015
aéreas inferiores e Fenois
esquistossomose - Taninos
Picadas de Triterpenos
Sidastrum Sidastrum aranhas e Etandlico bruto Antileishmanial Acido cebiferico Teles, et al,
paniculatum (L.) - picadas de Esterois 2015
Fryxell abelhas, asma e Derivados de
bronquite Clorofila
Dor e inflamacéo Aguoso Analgésica Alcalodides llavarasan,
Thespesiapopulnea Folhas associada a Etandlico Anti-inflamatéria Esterais, etal, 2012
feridas Flavonoides
Saponinas
Frutos Doencga de pele Antibacteriano Flavonoides,
Thespesia Thespesia folhas Malaria Anti-inflamatério, Sesquiterpendides
populnea Linn Latido Antidoto para - Antioxidante Taninos Rao, et al,
flores envenenamento Purgativo Saponinas 2018
sementes Atividades Alcanos
partes hepatoprotetoras Oleos essenciais
aérea. acucares, acidos
graxos

Quadro 1 — Uso medicinal, atividades bioldgicas e estudos fitoquimicos da Familia Malvaceae

(Conclusao)
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Alcaloides
Glicosideo

Infec¢cbes de Cardiaco Fagbohun,

Urena Urena lobatal. Folhas origem Extrato metandlico Antimicrobiana Taninos et al, 2012

microbiana. Terpenoides

Saponinas

Raizes Doenca de Cretton, et

Waltheria Waltheria indica L. partes Chagas Diclorometano Antitrypanosomal Alcalodides al, 2015

aéreas
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3.2 Metabdlitos secundarios

As plantas e os micro-organismos produzem uma quantidade imensuravel de
compostos com estruturas quimicas de altissima complexidade, chamados
metabolitos secundarios. Estes compostos possuem um papel muito importante na
interacdo do organismo que o produziu com o ambiente no qual ele vive. Estas
substancias podem apresentar efeitos biol6gicos, ndo apenas na planta que a
produziu; mas, também, nos individuos que a cercam. Elas podem apresentar 0s
mais diversos efeitos, podem ser toxicas para os individuos ao seu redor; podem,
também, ser (teis para atrair animais polinizadores e também na competicdo com
outras plantas que estejam no mesmo ambiente (GARCIA; CARRIL, 2011).

Segundo Simdeset al. (2010) as principais classes de metabdlitos
secundarios de plantas s&o: terpenos, esterdides, saponinas, alcaléides e
compostos fendlicos. Assim,com base na sua ocorréncia e diversidade, oferecem
muito potencial em uma variedade de aplicacbes medicinais. A Figura 1 apresenta
exemplos de compostos das classes de esterdides e terpenos isolados de plantas.
Destacando-se o fsisterol livre e glicosilado e os triterpendides pentaciclicos: lupeol
e betulina.

O lupeol comumente, isolado de plantas e que apresenta atividades
biol6gicas, tais como: Anti-inflamatéria, anticancer, antimicrobiana, entre outras
(LEE; ASHA, 2016; SIVEEN 2014 apud JEFFREYS et al., 2016). A betulina possui
uma diversidade de atividades farmacologicas, onde as evidéncias mais recentes
indicam que suas propriedades sado Uteis para o tratamento de distarbios
metabdlicos, doencas infecciosas, disturbios cardiovasculares e doencas
neurologicas, além de estudos com efeitos antivirais, antibacteriano e anticancer

para a betulina e para o acido betulinico (AMIRIA, 2020).
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Figura 1- Alguns compostos das principais classes de metabdélitos secundarios esterodides e
triterpenos isolados de plantas:

R= H [-sitosterol R= Glicose [-sitosterol glicosilado

. =4

Lupeol Betulina

Fonte: Elaborada pelo autor,2020

3.3 Pseudobombax simplicifolium

A figura 2 apresenta a espécie Pseudobombax simplicifolium em seu habitat.
Suas plantas sdo conhecidas popularmente como embiratanha, imbirugu, paineira-
imbirucu ou sumauma e sao, particularmente, relatadas como possuidoras de acéo
anti-inflamatéria na medicina tradicional por moradores da regido da Caatinga do
Nordeste brasileiro (VALERIANO et al, 2016). Podem ser facilmente reconhecidas
pela presenca de ramos abreviados (braquiblastos), com os inferiores descendentes,
alcancando quase o chéo, e os superiores ascendentes e pelas folhas unifolioladas
agrupadas no apice de braquiblastos, distinguindo-a das demais espécies do
género, mesmo quando as folhas, flores e/ou frutos estdo ausentes (BOCAGE;
SALES, 2002 apud CARVALHO SOBRINHO, 2006).

A espécie imbirugu (Pseudobombax simplicifolium) é endémica do bioma
caatinga e, por sua vez, apresenta distribuicdo restrita a regido Nordeste do Brasil,

ocorrendo nos Estados da Bahia, Pernambuco e Piaui, apresenta no segundo
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estado da lista a sua distribuicio que parece ser restrita ao extremo oeste
pernambucano, na zona de caatinga, em solos arenosos, onde aparecem grandes
populacdes (CARVALHO SOBRINHO et al., 2016). Nao se tem relato na literatura de
estudos referentes aos constituintes quimicos biologicamente ativos com relagédo a
esta espécie.

Assim, a espécie apresenta-se como uma fonte promissora de estudos
referentes aos compostos quimicamente ativos e propriedades biolégicas, ampliando
o contexto dos trabalhos desenvolvidos com plantas medicinais na regido da
Caatinga do nordeste brasileiro que tem base no conhecimento popular e, que pode
e deve ser considerada como parte inicial do estudo para possiveis comprovacoes
do uso medicinal de seus compostos isolados e biologicamente ativos para fins

terapéuticos.

Figura 2— Pseudobombax simplicifolium em seu habitat

Fonte: Universidade Estadual de Feira de Santana.

4 METODOLOGIA
4.1 DESCRICAO DO DESENHO EXPERIMENTAL

Foi elaborado o desenho experimental com todo o desenvolvimento da
pesquisa e apresentado no topico 4.1.1 com a seguinte organizacao geral: Planta,
Coleta e identificacdo, preparacdo do extrato, Prospeccao fitoquimica e analises

bioldgicas.



4.1.1 DESENHO EXPERIMENTAL DO TRABALHO

P. simplicifolium

COLETAE
IDENTIFICAGAO

FOLHAS

PRODUCAO DA

EXSICATA | |

PREPARACAO DO
EXTRATO

PROSPECCAO
FITOQUIMICA
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Herbario do
Instituto
Agrondmico de
Pernambuco
(IPA)

ANALISES
BIOLOGICAS

ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA

ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE
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4.2 Levantamento bibliografico

Foi realizado um levantamento bibliografico sobre as publicacdes
relacionadas aos estudos de plantas da familia Malvaceae, onde foram utilizadas as
plataformas Scifinder, Science Direct, Scopus, Publimed e Peridédicos Capes, para
catalogar as informagOes descritas para a pesquisa com as seguintes palavras-
chave: Malvaceae, atividade bioldgica e constituintes quimicos. Na referida revisao,
foram registrados artigos nos periodos das publicacbes entre 2012 e 2020 que
envolvem os estudos referentes as composi¢cdes quimicas, atividade bioldgica e uso

medicinal. A pesquisa foi realizada entre os meses de maio e junho de 2020.

4.3Material vegetal

As folhas de plantas de P. simplicifolium, foram coletados no parque nacional
do Catimbau (Pernambuco), regido Nordeste do Brasil, apresentando as seguintes
coordenadas geograficas (8° 24’ 00” e 8° 36’ 35” de Latitude Sul e 37° 09’ 30” e 37°
14’ 40” de Longitude Oeste (Figura 3) e uma exsicata ja encontra-se depositada no
Herbario do Instituto Agrondmico de Pernambuco (IPA), na cidade de Recife (PE),

com o numero 94.671.
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Figura 3 - Imagem do Parque Nacional do Catimbau em Pernambuco.

Regido Nordeste ., Estadode Pernambuco
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Fonte: www.ibge.com.br (imagem). Criacdo Propria, 2020. Mapa do Brasil; em destaque a
Regido Nordeste; Estado de Pernambuco, e o Parque Nacional do Catimbau - PE.

4.4Preparacéao da droga vegetal

As folhas de P. simplicifolium foram secas em estufa por 7 dias em uma
temperatura de aproximadamente 40 °C. O material seco foi triturado em moinho de
facas, dando origem a 158,28 g da droga vegetal das folhas de P. simplicifolium
(DVF-PS).

4. 5Estudode qualidade preliminar da droga vegetal (DVF-PS)
As andlises das caracteristicas fisico-quimicas da DVF-PS seguiram as

metodologias propostas por Lutz (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008) e farmacopéia
brasileira (BRASIL, 2019), com algumas adaptacdes.


http://www.ibge.com.br/
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Na granulometria, a amostra contendo 20 g da droga vegetal foi colocada em
um vibrador de tamises por 20 minutos e apos este processo, 0 material retido foi
pesado.

Na perda por dessecacao (umidade) foi realizado o método da estufa, no qual
cada amostra foi aquecida em estufa a 105 °C, durante 2 horas, seguido de
resfriamento em dessecador e pesagem.

Para determinacao do teor de cinzas, aproximadamente 2g da droga vegetal
foram transferidas para um cadinho previamente tarado e aquecidas a temperatura
que variou de 550 a 570 °C em uma mufla por 4 horas. Assim, o material resultante
foi pesado.

Para determinacdo do pH, 1 g da amostra foi colocado em um becker e foi
adicionado 100 mL de 4gua destilada. Na sequéncia, verificou-se o pH através de
um medidor de pH (pHmetro).

Para determinacéo da densidade foi pesado 3 g da amostra e transferido para
uma proveta onde foi possivel a verificacdo do seu volume e, assim, calcular a

densidade em g/cm?3. Todas as andlises foram feitas em triplicata.

4.6 Preparacao dos extratos

Uma aliquota de 152,58 g da droga vegetal (DVF-PS) foi submetida a
extracdo por maceracdao sob agitacdo ocasional, usando uma solucdo de
etanol/agua (7:3) mantidos em agitacdo por 24 horas. O processo foi repetido por
trés vezes. Posteriormente, o extrato foi separado do residuo através de filtracédo
simples e o0 solvente foi evaporado em rotaevaporador a pressédo reduzida,
resultando no extrato hidroalcéolico das folhas de P. simplicifolium (EHF-PS) com
uma massa de 25,97 g (Figura 4).

Figura 4— Extrato hidroalcéolico das folhas de P. simplicifolium.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2020).
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4.7 Analise no infravermelho

Uma aliquota do extrato EHF-PS (1 mg) foi submetida a analise por
espectroscopia no infravermelho médio no intervalo de 500 a 4000 cm, utilizando
pastilhas de Brometo de Potassio (KBr). Os dados foram registrados em um
espectrometro BOMEN FT-IR (Modelo MB — 100) pertencente ao Laboratério de
Certificacdo em Biomateriais (Certbio), da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG) e foram analisados Software Origin (8.0).

4.8 Analises fitoquimicas
4.8.1 Analise qualitativa

O screening qualitativo apresenta os testes para as principais classes de
metabdlitos secundarios e seguiu a metodologia descrita por Matos (2009) e

adaptada por Costa (2010), Tabela 1:

Tabela 1 — Pesquisa dos principais metabdlitos secundarios do extrato da P. simplicifolium.

GRUPO DE METABOLITOS TESTE APLICADO RESULTADO ESPERADO
Saponinas Teste da espuma Permanéncia por 30 min
Polissacarideos Lugol Coloragéao azul
Fendis e Taninos FeClz 1% Entre azul e vermelho

ou Azul escuro

Flavonoéides Shinoda; Oxalo-bérico Coloragéo résea

Esterdides e Triterpenodides  Liebermann-Buchard Azul evanescente ao

verde persistente

Alcaloides Dragendorff; Bouchard Formacéo de precipitado

e Mayer ou turvacdo

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

4.8.2 Analise quantitativa

A analise quantitativa do extrato EHF-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. O teor total de flavondides foi quantificado por um método



29

colorimétrico. Cada amostra (200 puL) a 2 mg/mL foi misturada com 100 uL de
solucdo de AICls a 2% em metanol para permitir & reagdo a temperatura ambiente
por 10 minutos. A absorbancia foi medida a 410 nm e uma curva de calibracdo foi
realizada simultaneamente nas mesmas condi¢bes operacionais usando quercetina
(Qct) como controle positivo. Os resultados foram expressos como equivalente de

quercetina por grama de extrato seco.

4.9 Fracionamento cromatogréfico e isolamento dos constituintes quimicos

O extrato das folhas de P. simplicifolium (EHF-PS) foi submetido a
fracionamentos cromatograficos, conforme mostrado no Fluxograma 1 (pag. 34)
visando o isolamento e purificacdo de compostos através de filtragdo em gel de
silica e as fracdes obtidas foram submetidas a processos cromatogréficos tais como:
cromatografia camada delgada analitica e cromatografia em coluna.

As preparacdes cromatograficas foram realizadas com o uso de gel de silica
(ART 7734 da Merck, de particulas com dimensé&o 60-0, 063 A 0, 200 mm e 70- 230
Mesh), como adsorvente. No caso da cromatografia em coluna, foi utilizado gel de
silica; para a cromatografia em camada delgada analitica (CCDA) foi utilizado gel de
silica (SILICYCLE) aderido em cromatofolhas de aluminio com espessura de 0,20
mm. A revelacdo das substancias em CCDA foi realizada mediante o uso de vapores
de iodo sublimado ou ainda por aspersdao com solugdo de vanilina (CsHsO3) em

acido sulfurico, seguida de aquecimento a 100 °C.

4.9.1 Cromatografia em coluna (CC) e isolamento de PSF-01

O extrato das folhas de P. simplicifolium (EHF-PS) foi submetido a
fracionamentos cromatograficos visando o isolamento e purificacdo dos possiveis
compostos bioativos.

Na coluna cromatografica (C1) foi utilizado uma aliquota de EHF-PS (24,009)
escoando em 93,65 g de silica-gel para fase estacionaria, 40 g de silica-gel para a
“farofa” e como fase movel utilizou-se oitos sistemas de eluentes diferentes, sendo
adicionados volumes de 200 mL para os valores percentuais de cada um dos
sistemas de misturas binarias (Hex/AcOET 25%, 50% e 75%; AcCOET 100%;
AcOET/MeOH 25%, 50% e 75%; MeOH 100%). Esses gradientes foram adicionados
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em ordem crescente de polaridade, fornecendo nove fracdes, as quais estédo

apresentadas, com suas respectivas massas, na Tabela 2.

Tabela 2 — Massas das fracdes separadas na C1.

Eluente Fracobes Massa (Q)

Hex/AcOET 25% le?2 0,0085
Hex/AcOET50% 3 0,3050
Hex/AcOET75% 4 0,4470
AcOET 100% 5 0,1540
AcOET/MeOH 25% 6 0,1120
AcOET/MeOH 50% 7 1,4290
AcOET/MeOH 75% 8 6,2980
MeOH 100% 9 15,6470

Fonte: dados da pesquisa, 2019.

Todas as fracdes resultantes da C1 foram analisadas por CCDA para
verificacdo de seus perfis cromatogréaficos. As fragcdes 1 e 2, as quais visualmente
nao apresentavam uma significativa quantidade de materiais, foram reunidas,
fornecendo apenas 0,0085 g. A fracdo 3 (0,3050 g) apresentou um perfil cristalino
branco e foi submetida a nova coluna cromatogréfica (C2). Utilizando uma massa de
18,97 g desilica-gel para fase estacionaria, 1,3g de silica-gel para a “farofa” e como
eluentes os solventes Hex100% e misturas binarias (Hex/AcOET 5%, 10%, 15%,
20% e 50%, AcCOET100% e MeOH 100%). Foram obtidas (53 fracbes com
aproximadamente 5 mL) e com suas respectivas massas estdo sumarizadas na
Tabela 3.

Tabela 3 — Massas das fra¢des obtidas na C2.

Eluente Fracodes FracOes reunidas  Massa (mg)
Hex 100% 1-4 1-9 10,50
10 1,30
Hex/AcCOET5% 5-12 11 12,50
12 4,40
13 0,40
Hex/AcCOET10% 13-20 14 - 15 11,80
16-20 10,59
Hex/AcOET15%
21-28 21-22 16,00
Hex/AcOET20% 23-27 19,50
29-38 28 -32 15,50

33 -39 17,20
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Hex/AcOET50% 40 4,20
39-48 41 -43 13,80

44 4,70

45 - 49 15,90

AcOET100% 49 — 53 50 4,00
51-53 17,60

MEOH 100% - - -
Fonte: dados da pesquisa, 2019.

Através do monitoramento com cromatografia em camada delgada analitica
(CCDA) foi identificada na F16-20 uma substancia isolada, com aspecto de um
sélido cristalino branco, a qual foi pesada indicando 10,59 mg e identificada pelo
cbdigo PSF- 01.

Figura 5— CCDA da substancia isolada (PSF-01)

fesoeet

Fonte: Elaborada pelo autor, 2019.

Essa substancia PSF-01 foi submetida a analise por ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio e carbono 13 (RMN de 'H e !3C) para a determinacgéo

estrutural.

4.9.2 Cromatografia em Coluna (CC) e isolamento de PSF-02

As fragbes F4 — 6 da C1, com um perfil sélido branco, foram reunidas e
pesadas resultando em uma massa de 0,714 mg. Esse material foi submetido a
nova coluna cromatografica, utilizando 40 g silica-gel para fase estacionaria, 2,6 g
de silica-gel para a “farofa” como fase movel os solventes Hex 100% e misturas
bindrias (Hex /AcCOET 5%, 10%, 15%, 20%, 30% e 50 %, AcOET 100% e
MeOH100%). Através do monitoramento com cromatografia em (CCDA), uma
substancia foi isolada, com o mesmo aspecto do perfil cristalino branco da PSF-01

entre as fragcdes 30- 36 com (10,30 mg). O monitoramento com cromatografia em
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camada delgada analitica (CCDA) em suas fracfes 48 — 52 permitiu a observacao
gue resultou de 50 mg de um material so6lido branco e mais polar que PSF-01 e que
apos sucessivas colunas cromatograficas resultou em 23,1 mg de uma substancia,

gue foi identificada pelo codigo PSF- 02.

Figura 6-CCDA da substancia isolada PSF-02

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

A substancia PSF-02 foi submetida a andlise por ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio e carbono 13 (RMN de 'H e !3C) para a determinacgéo

estrutural.

4.9.3 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétio (RMN 'H) e Carbono 13
(RMN 3C) uni- e bidimensionais, foram obtidos em espectrometro Bruker, modelo
DRX-500, operando na frequéncia de 500 MHz para hidrogénio e 125 MHz para
carbono-13, ambos pertencente ao Centro Nordestino de Aplicacdo e Uso da
Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Ceara (CERAUREMN-
UFC) .Os solventes deuterados utilizados na dissolu¢cdo das amostras e obtencéo
dos espectros foram: cloroférmio (CDCIs) ou piridina (CsDsN).

Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em parte por milhdo (ppm)
e referenciados nos espectros de RMN *H pelo pico de hidrogénio pertencente a
fracao nao deuterada dos solventes: cloroférmio (&n, 7,27), e piridina (&n, 8,74; 7,58;
7,22) e para os espectros de RMN *3C pelos picos de carbono-13 dos solventes:
cloroférmio 6 (77,23) e piridina & (123,87; 135,91 e 150,35).
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Fluxogramal - Fracionamentos cromatograficos, isolamento e purificacdo

dos possiveis compostos bioativos.

Extrato hidroalcéolico das folhas
de Pseudobombax simplicifolium

(24,00 g)
| CC1(Si0) !
Fle?2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9
(0,0085) (0,3050) (0,4470) || (0,1540) (0,1120) (1,4290) (6,2980) (15,6470)

F1-53
F16 — 20
PSFO01 (10,59 mg)

F4-6
1-73
(0,714 mg)

'

F30 - 36
PSFO01 (10,30 mg)

F11-14

PSF02 (23,1 mg)

F1-41
F16
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4.9.4 PONTO DE FUSAO

Os pontos de fusdo das substancias isoladas foram obtidos em um medidor de
ponto de fusdo — PFM-II, com placa aquecedora acoplado a um microscopio 6ptico
monocular, pertencente ao Laboratério de Sintese e Produtos Naturais da
Universidade Estadual da Paraiba- UEPB. Cada amostra das substancias isoladas
foi adicionada a um capilar de vidro e colocada no equipamento sendo aquecida e
monitorada até observar o momento de fusédo através da lupa lendo a temperatura

no termémetro.

4.10ATIVIDADE BIOLOGICA

4.10.1 Avaliagéo da capacidade antimicrobiana do extrato

O extrato de Pseudobombax simplicifolium, foi submetido a avaliacdo da atividade
antimicrobiana e antioxidante, os quais foram realizados no Laboratério de Produtos
Naturais do Departamento de Bioquimica no Centro de Biociéncias da Universidade
Federal do Pernambuco, sob a coordenacado da Profa. Dra. Marcia Vanusa da Silva.

Para atividade antimicrobiana in vitro foi utilizada uma cepa de Staphylococcus
aureus (ATCC) 28923 cedida pelo Departamento de Antibidticos da Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE). Os testes foram realizados pelo método de
microdiluicdo em caldo de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2018). As placas contendo as amostras testadas foram incubadas por 24 h a
37 °C. A menor concentracdo dos extratos capaz de inibir o crescimento bacteriano
em 50% foi determinada como a Concentracdo Minima Inibitéria (CMI).

4.10.2 Avaliacdo da capacidade antioxidante do extrato

A atividade antioxidante foi realizada através de 3 métodos:

(1) A avaliacdo da atividade sequestradora do cation radical 2’,2-azino-bis
(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) (ABTS-+), onde baseou-se na geracao do radical
cationico cromaoforo obtido a partir da oxidacdo de ABTS por persulfato de potassio
(Re et al., 1999).
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(i) A avaliacdo da atividade sequestradora do radical 2,2-difenil-1-
picrilidrazilo (DPPH), onde foi medida por meio de doacdo de hidrogénio usando o
radical estavel DPPH (BLOIS, 1958).

(iii) E por fim, a capacidade antioxidante total por fosfomolibdénio (CAT), a
gual 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).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo de qualidade preliminar da droga vegetal de P. simplicifolium (PVF-
PS)

A droga vegetal das folhas de P. simplicifolium (DVF-PS) foi submetida a
testes preliminares de controle de qualidade onde foram analisadas algumas
caracteristicas fisico-quimicas como acidez, densidade, umidade e teor de cinzas.

Através dos dados obtidos nas andlises, observou-se um carater acido na
droga vegetal das folhas, apresentando um pH por volta de 5,00. Esse fato sugere a
presenca de substancias acidas no material estudado e pode servir como um fator
de conservacgao, prevenindo a contaminagao microbiana.

Quanto a analise de umidade e do teor de cinzas, foram feitas em triplicata e

obtido a média das mesmas como mostrado na Tabela 4.

Tabela 4 — Resultados das analises do teor de cinzas e da umidade da droga vegetal.

DVF
Teor de cinzas (%) 6,73
Umidade (%) 11,28

Fonte: dados da pesquisa, 2020

Esses dados mostram que tanto o valor do teor de cinzas quanto o de
umidade da DVF-PS estao de acordo com os valores preconizados na Farmacopéia,
que é de 10% para o teor de cinzas e 8-14% para umidade (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2019) sendo possivel concluir que a droga vegetal se apresenta de
acordo com as referidas especificacbes no compéndio. As analises descritas
colocam a disposi¢cdo valores de impurezas inorganicas que séo relacionados ao
teor de cinzas e as caracteristicas de umidade que decorrem em uma faixa
estabelecida para os parametros de acordo com o0 preconizado na Farmacopéia
brasileira, que confirma a eficiéncia do processo de secagem e sua importancia
contra crescimento de micro-organismos e deterioracdo do material seguido de
hidrolise.

Na avaliacdo da densidade observou-se uma densidade de 0,26 g/cm? para
DVF-PS. O material vegetal apresentou particulas com tamanhos variaveis, fator que
impossibilitou sua classificagdo granulométrica de acordo com o preconizado pela

Farmacopéia brasileira, como pode ser evidenciado na Tabela 5.
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Tabela 5 — Porcentagem retida nos tamises da DVF

% RETIDA PELO TAMIS

ABERTURA DO TAMIS (um) DA DVF
710 21,9
355 19,7
180 21,5
150 3,9
75 23,6
38 4.5
Coletor 0,03

Fonte: dados da pesquisa, 2020.

Assim, o rendimento de extracdo obtido foi de 16,38 %, sendo um rendimento
consideravel, quando comparado com os valores obtidos nos estudos de (Almeida et
al. 2015) que foram, respectivamente 10,9 % e 12,1 % para as entre cascas e folhas
da espécie P. marginatum, podemos classificar o resultado como bom, pois o valor
percentual do rendimento de extracao foi maior para espécie P. simplicifolium.

O extrato hidroalcéolico das folhas (EHF-PS) de P. simplicifolium foi
submetido a analise por espectroscopia no infravermelho (IV)visando identificar os
principais grupos funcionais presentes nele. A partir da analise do espectro de IV do
extrato EHF-PSF (Figura 7), foi possivel observar bandas de estiramentos na regiao
de 3400 cm? sugestivos de grupamento hidroxila. Foi possivel verificar, também,
uma banda em aproximadamente 1700 cm-icomcaracteristicas da funcdo carbonila.
As absorcGes proximas de 1000 cm™ sdo compativeis com ligagées C-O, mostrando
a presenca de grupos funcionais oxigenados (PAVIA, 2010). O espectro de EHF-PS
apresentou bandas na regido de 1500 cm compativel com estiramento da ligagéo
=C-H de anel aromatico (PAVIA, 2010).
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Figura 7— Espectros na regido do infravermelho com transformada de Fourier do EHF-PS,
na forma de absorbancia.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

5.1.1 Prospeccéo Fitoquimica

O extrato hidroalcoolico das folhas (EHF-PS) de P. simplicifolium foi
submetido a prospeccao fitoquimica e as principais classes de metabdlitos
secundarios encontrados estdo apresentadas na Tabela 6.

Estes resultados parcialmente positivos, para a presenca das classes de
flavondides e positivos para esteréides, triterpenos e alcaléide no extrato, estdo de
acordo com os encontrados na literatura para espécie P. marginatum (PAIVA et al.,
2013).
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Tabela 6 — Classes de metabdlitos secundarios analisados nos extratos de P. simplicifolium.

Classes de metabdlitos secundarios EHF-PS
Saponinas -
‘Polissacarideos -
Fenois e Taninos -

Flavondides +/-
Esterdides e Triterpenos +
Alcaloides +

(+) Presenca; (-) Auséncia; (+/-) Fraca presenca.
Fonte: dados da pesquisa, 2020.

5.1.2 Andlise gquantitativa de Flavondides

A andlise gquantitativa evidenciou teores de flavondides 73,161+0,08 mg/g
para o EHF-PS. Essa classe de substancias ja foi detectada em outras espécies de
Pseudobombax, no entanto, ainda n&o havia estudos semelhantes realizados para
Pseudobombax simplicifolium. Essa andlise quantitativa também confirma a andlise
gualitativa mostrada na Tabela 6, justificando as concentra¢cdes ainda que baixas de

flavonoides presentes nos extratos.

5.2 Determinacgdo estrutural das substancias isoladas (PSF-01 e PSF-02)

5.2.1 Determinacao estrutural de PSF01

PSF-01 apresentou-se como um solido cristalino branco com formato de
agulhas com ponto fusdo 211 °C e sua estrutura foi determinada com base na
analise de seus dados espectrais, particularmente, de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio e carbono 13 (RMN de 'H e 13C), utilizando técnicas uni e
bidimensionais. O espectro de RMN de 3C de PSF-01(Figura 08) apresentou 30
linhas espectrais caracteristicas de um triterpeno. A analise comparativa desse
espectro com o espectro RMN de 3C - técnica DEPT 135° (Figura 09) permitiu
verificar a presenca de 7 carbonos metilicos (CHs), 11 metilénicos (CH2) e 6
metinicos (CH), e devido a diferencga, restaram-se 6 carbonos nédo hidrogenados. Um
sinal em &c 79,4 sugeriu a ocorréncia de carbono carbindlico, e os dois sinais em o&c
109,5 (CH2) e 151,2(C), foram atribuidos a sinais de carbonos referentes a uma
ligacdo dupla dissubstituida e terminal. O espectro de RMN de 'H (Figura 10) exibiu

um grande numero de sinais na regido entre oy 0,81-1,73, sendo que nessa faixa
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foram observados seis simpletos, que foram atribuidos a hidrogénios de grupo metila
ligados a atomos de carbono saturados e nao hidrogenados, e um simpleto
correspondente a metila em oy 1,73ligada a carbono insaturado. Também foi
observado um sinal em 6y 3,23 (1H, dd, J=4,8 e 11,4 Hz) compativel com hidrogénio
ligado ao carbono oxigenado em C3. O espectro de RMN *H mostrou, também, dois
sinais em &y 4,61(1H, sl) e 4,74 (1H, sl), caracteristicos de hidrogénio ligado a Csp?,
corroborando a presenca de uma ligacdo dupla terminal, caracteristica de triterpeno
com esqueleto lupano. Essas informacdes indicam que o PSF-01 trata-se do
triterpeno lupeol (JEFFREYS et al., 2016) e foram confirmadas através dos dados de
RMN bidimensionais (Figuras 11 al2).

Através da andlise do espectro bidimensional de correlagdo homonuclear
COSY *H x tH (Figura 11) notou-se correlacado entre o hidrogénio em én 3,23 (H-3) e
o hidrogénio em 6n 1,59 (H-2), entre o hidrogénio én 0,72 (H-5) com o hidrogénio on
1, 41 (H-6) e entre os hidrogénios o+ 4,74 e 4,61 (H-29) e 611,73 (H-30) (Figura 11).

O mapa de correlacdo heteronuclear HSQC (*H x '3C), Figura 11, mostrou
correlagdes dos sinais em on 4,74 e 4,61 (H-29) com o sinal de carbono em ¢ 109,5
(C-29), do sinal em &n 3,23 (H-3) com carbono em 6¢79,4 (C-3) e do sinal em 6n
2,41 (H-19) com o carbono em &c 48,8 (C-19), confirmando as informacdes obtidas
nos espectros de RMN de 'H e 13C da presenca de uma ligacédo dupla dissubstituida
e um carbono ligado a hidroxila na estrutura de PSF-01.

As posicbes desses grupos foram confirmadas através das correlacbes a longa
distancia (a duas ou a trés ligacbes), observadas no espectro de correlacdo
heteronuclear HMBC (Figura 12), o qual exibiu as correlagdes dos hidrogénios em on
4,74 (H-29) e1,73 (3H-30) com o oc 48,8 (C-19), do hidrogénio em dn 2,41 (H-19)
com os sinais em &c 109,5 (C-29) e &c 19,5 (C-30). Dos hidrogénios em 612,41 (H-
19) e 6n 1,73 (3H-30) com o carbono em 6c151,2 (C-20), corroborando a posi¢éo da
ligacdo dupla. Observou-se, também, correlacdes dos hidrogénios em 6n 0,99 s (3H-
23) e 0,81 (3H-24) com os carbonos em oc 79,4 (C-3) e oc 55,5 (C-5), que

confirmaram a posi¢do do carbono carbinélico do lupeol.



Figura 8—Espectro de RMN de 13C -BB (125 MHz; CDCI3) de PSF-01.
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Figura 9— Espectro de RMN de 13C —DEPT 135° (125 MHz; CDCIz3) de PSF-01.
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Figura 10— Espectro de RMN de tH (500 MHz; CDCI3) de PSF-01.
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Figura 11 — Mapa de correlacdo homonuclear- COSY tH xtH (CDCI3z, 500 MHz) de PSF-01.
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Figura 12— Mapa de correlacao heteronuclear —- HSQC(CDCI3, 125X 500 MHz) de PSF-01.
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Figura 12— Mapa de correlacéo heteronuclear- HMBC (CDCls, 125 x 500 MHz) de PSF-01.
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A partir da analise destes dados em comparacdo com os da literatura (Tabela
7) (ARATANECHEMUGE et al.,, 2004; JEFFREYS; NUNEZ, 2016) foi possivel
determinar a estrutura de PSF-01 como sendo o Lup-20(29)—en— 36-ol ou lupeol
(Figura 14), um triterpeno comumente isolado de plantas e que esta sendo isolado
pela primeira vez na espécie. O lupeol é conhecido na literatura por apresentar um
amplo espectro de atividade biologica, tais como: Anti-inflamatéria, anticancer,

antimicrobiana, entre outras (JEFFREYS et al., 2016).

Figura 13- Estrutura da substancia PSFO1 isolada e identificada como lupeol

29
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Tabela 7 — Dados de RMN de tH e de RMN de 13C de PSF-01 comparados com dados da
literatura do lupeol (CDCI3, 300 MHz) (ARATANECHEMUGE et al., 2004; JEFFREYS &
NUNEZ, vol.46,2016)

C &c (PSF-01) &1 (PSF-01) oc (lit.) Sn( lit.)
1 39,1 1,65(1H, m); 0,95(1H, m) 38,7 1,65 (1H, m); 0,90(1H, m)
2 27,7 1,59 (1H, m); 1,68 (1H, m) 27,4 1,59 (1H, m); 1,67 (1H, m)
3 79,4 3,23 (1H, dd, J=4,8 e 11,4 Hz) 79,0 3,20 (1H, dd, J=5,03 e 11,5Hz)
4 39,0 - 38,7 -
5 55,5 0,72 (1H, m) 55,3 0,68 (1H, m)
6 18,5 1,41 (1H, m); 1,52 (1H, m) 18,3 1,40 (1H, m); 1,50 (1H, m)
7 34,5 1,32 (1H, m); 1,44 (1H, m) 34,3 1,32 (1H, m); 1,42 (1H, m)
8 41,1 - 40,9 -
9 50,7 1,29 (1H, m) 50,5 1,29 (1H, m)
10 37,4 - 37,2 -
11 21,2 1,21 (1H, m); 1,41 (1H, m) 20,9 1,20 (1H, m); 1,40 (1H, m)
12 25,4 1,08 (1H, m); 1,69 (1H, m) 25,5 1,07 (1H, m); 1,68 (1H, m)
13 38,3 1,70 (1H, m) 38,1 1,68 (1H, m)
14 43,2 - 42,8 -
15 27,6 1,04 (1H, m); 1,69 (1H, m) 274 1,00 (1H, m); 1,68 (1H, m)
16 35,8 1,37 (1H, m); 1,48 (1H, m) 35,6 1,37 (1H, m); 1,48 (1H, m)
17 43,0 - 42.8 N
18 48,6 1,37 (1H, m) 48,3 1,37 (1H, m)
19 48,2 2,41 (1H, dt, J=5,8;11,0;11,0 48,0 2,38 (IH, dt, J=5,6; 11,0; 11,0 Hz)

Hz)
20 151,2 - -

151,0

21 30,1 1,37 (1H, m); 1,93 (1H, m) 29,9 1,37 (1H, m); 1,92 (1H, m)
22 40,2 1,37 (1H, m); 1,21 (1H, m) 40,0 1,37 (1H, m); 1,19 (1H, m)
23 28,2 0,99(3H, s) 28,0 0,97 (3H, s)
24 15,6 0,81(3H, s) 15,3 0,76 (3H, s)
25 16,3 0,88(3H, s) 16,3 0,83 (3H, s)
26 16,2 1,08(3H, s) 16,0 1,03 (3H, s)
27 14,8 1,02(3H, s) 14,6 0,94 (3H, s)
28 18,3 0,84(3H, s) 18,0 0,79 (3H, s)
29 109,5 4,61(1H, sl); 4,74(1H, sl) 109,3 4,54 (1H, sl); 4,67 (1H, sl)
30 19,5 1,73(3H, s) 19,3 1,68 (3H, s)

Fonte: Dados da pesquisa, 2020.
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5.2.2 Determinacao estrutural de PSF - 02

A substancia PSF-02 apresentou-se como um soélido branco, com formato
amorfo e com ponto de fusdo de 256 °C. Sua estrutura (Figura 15) foi determinada
com base na analise de seus dados espectrais, particularmente, de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13 (RMN de 'H e de '3C). No espectro
de RMN de *H (Figura 16) foi observado modelo de sinais na faixa de 640,85 a 1,78
estdo associados ao esqueleto padrdo encontrados em estruturas triterpénicas.
Observou-se em 61 4,68 e 614,58 dois singletos largos, tipico de um grupo exo-
metileno de triterpeno com esqueleto lupano, semelhante ao espectro de RMN de H
de PSF-01. A andlise comparativa dos espectros de RMN de 'H mostrou que a
principal diferenca foia presenga de um par de dupletos centrados em on 3,70 e dn
4,13com integracdo para um hidrogénio cada sugerindo um grupo CH20H na
estrutura de PSF-02. O espectro de RMN 13C (Figura 17) apresentou 30 sinais que
indicaram que a estrutura se refere a um triterpeno e muito semelhante ao espectro
de RMN 13C de PSF-01.A correlagdo entre RMN de 'H e RMN de 3C apresentados
na tabela 8 com valores obtidos dos espectros e os valores da literatura que
apontam para o composto betulina. No espectro do RMN de 13C, os sinais em oc
151,6 e 110,3 correspondem aos carbonos da dupla ligacdo C20 e C29,
respectivamente, sinais caracteristicos de triterpeno com esqueleto do lupano. Em
Oc 78,5 e oc 60,8 percebe-se os carbonos hidroxilados que sdo correspondentes a
C3 e C28, respectivamente. A presenca das seis metilasemC4 (23 e 24), em C8
(26), C10 (25), C14 (27) e C20 (30) comprovam a estrutura da betulina.

Estas informacbGes associadas asanalisesdos espectros bidimensionais
(Figuras 19 — 21) e em comparacdo com os dados de RMN de 'H e de 3C da
literatura (TIJINJAI et al.,, 2012 e ZELAK et al., 2005) apresentados na Tabela 8,
permitiram determinar a estrutura de PSF-02 como sendo o Lup—20(29)—en— 35-28-
diol ou betulina (Figura 15), um triterpeno ja descrito na literatura, mas que esta
sendo isolado pela primeira vez para o género Pseudobombax. A betulina é
conhecida na literatura por apresentar um amplo espectro de atividade bioldgica, tais
como: Anti-HIV, anti-inflamatéria, anticancer, antituberculose, antialérgico entre
outras (TIJINJAI et al., 2012).



Figura 15 Estrutura da substancia PSF02 isolada e identificada como betulina
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Figura 16 — Espectro de RMN de tH (Py, 500 MHz) de PSF-02.
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Figura 17 — Espectro de RMN de 3C — BB -

(Py, 125 M

Hz) de PSF-02.
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Figura 18 — Espectro de RMN de 3C — DEPT 135° (Py, 125 MHZz) de PSF-02.
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Figura 19 — Mapa de correlacdo homonuclear — COSY tHxH (Py, 125 x 500 MHz) de PSF-02.
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Figura 20 — Mapa de correlacao heteronuclear- HMBC (Py, 125 x 500 MHz) de PSF-02.
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Figura 21 — Mapa de correlacao heteronuclear- HSQC (Py, 125 x 500 MHz) de PSF-02.
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Tabela 8 — Dados de RMN de *H e de RMN de *H e $3C(CDCI3, 125 x 500 MHz) de PSF-02
comparados com dados da literatura da Betulina (TIJJANI et al, 2012 e ZELAK et al, 2005).

C & (PSF-02) &n (PS-02) 3¢ (lit.) Su( lit.)
1 39,9 1,57 (1H, m) 1,38 (1H, m) 38,9 ;

2 27,9 22(H, m 1,92 (1Hm 275 -

3 785 3,45 (1H, 1) 79,2 3,18 (1H, dd, J=5,3)
4 39,6 - 38,8 -

5 56,2 1,34 (1H, t) 554 }

6 19,2 1,55 (1H, m) 1,38 (1H, m) 18,4 -

7 35,2 1,57 (1H, m) 1,38 (1H, m) 34,3 -

8 41,6 ; 41,0 }

9 51,1 1,34 (1H, ©) 50,5 -

10 38,0 - 374 }

11 30,4 1,55 (1H, m) 1,38 (1H, m) 29,9 ;

12 21,5 1,55 (1H, m) 1,38 (1H, m) 25,3 -

13 37,8 141 (1H, m) 37,2 -

14 43,4 ; 42.8 ;

15 26,1 1,57 (1H, m) 1,38 (1H, m) 27,1 -

16 29,0 1,57 (1H, m) 1,38 (1H, m) 29,2 -

17 48,9 - 47,9 -

18 48,7 1,41 (1H, t) 47,7 -

19 49,5 2,63 (1H,m) 48,8 ;

20 151,6 - 150,6 ]

21 30,8 1,62 (1H, m) 1,38 (1H,t) 29,8 ;

22 35,2 1,52 (1H, m) 1,34 (1H,t) 34,1 -

23 28,7 0,88(3H, s) 28,1 0,96 (3H, s)

24 16,5 0,85(3H, s) 15,4 0,84 (3H, s)

25 16,8 0,92 (3H s) 16,2 0,98 (3H s)

26 16,7 1,02 (3H, s) 16,1 1,02 (3H, s)

27 15,3 1,25(3H, s) 14,8 1,25(3H, s)

28 59,8 413 (1H,d)e 3,70 (1Hd) 60,8 4,13 (1H, d)e 3,66 (1H d)
29 110,3 4,58(1H, sl); 4,68(1H, sl)  109,8 4,76 (1H, sl); 4,90 (1H, sl)
30 19,2 1,78 (3H, s) 19,2 1,68 (3H, s)

Fonte: Dados da pesquisa (2020)
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6 ATIVIDADE BIOLOGICA

6.1 Atividade Antimicrobiana
Para atividade antimicrobiana foram realizados testes com o extrato bruto das
folhas frente as cepas de Staphylococcus aureus (ATCC) 28923 de acordo com as

concentracgdes indicadas, conforme mostrado na Tabela 9.

Tabela 9 — Atividade antimicrobiana dos EHF frente as cepas de S. aureus.

Amostras Concentracées em ug mL™1
13 6,5 3,3 1,6 0,8 0,4
EHF-PS ND ND ND ND ND ND

Nd: ndo houve atividade antimicrobiana; os valores foram expressos em porcentagem de inibicdo do
crescimento microbiano.

Os resultados exibidos para o extrato ndo apresentaram atividade frente as
cepas de S. aureus em uma faixa de concentracdes que se encontra entre 0S
valores de 0,4 a 13 pg mL™1. Esses dados implicam na necessidade da realizacéo de
novos testes microbiolégicos frente a outras cepas bacterianas trazendo mais
informacdes e dados para corroborar com a identificacdo da possivel atividade
antimicrobiana do extrato da espécie em estudo.

6.2 Atividade Antioxidante

A avaliagdo da atividade antioxidante do extrato (EHF-PS) foi realizada por
trés diferentes métodos DPPH, ABTS e CAT, pois varios autores indicam a
necessidade de mais de um método para esse tipo de avaliacdo em trabalhos com
plantas, devido aos diferentes mecanismos de acdo de antioxidantes. Assim,
podemos levar em consideracdo os valores das amostras padrao de referéncia em
comparagao aos resultados obtidos para o extrato de P. simplicifolium em cada

método testado, como mostrado na Tabela 10.
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Tabela 10 — Atividade antioxidante do extrato de P. simplicifolium frente aos métodos DPPH,
ABTS e CAT.

DPPHe+ ABTSe+ CAT
Amostras 1 1 1
ICs0 (ug mL™) ICs0 (ug mL™7) ICs0 (ug mL™")
Trolox 51,16 112,34 ND
Acido ascérbico ND ND 500,00
BHT 266,53 482,38 -
EHF-PS 81,39 174,14 4343,0

* Concentracdes do extrato em relacdo aos padrdes que obtiveram atividade antioxidante. ND - Nao
determinada.
Fonte: dados da pesquisa, 2020.

Os resultados da atividade antioxidante dos extratos brutos obtido das folhas
de P. simplicifolium estdo apresentados na Tabela 10. Conforme descrito na
literatura, a atividade antioxidante para o extrato com valores de ICso inferior a 50 pg
mL indica elevado efeito inibitério; ICso inferior a 100 ug mL* apresenta eficiente
efeito inibidor; ICso inferior a 500 pg mL* indica moderado efeito inibidor e ICso acima
de 1000 pg mL? ndo possui efeito inibidor (NGUTA et al., 2012). Levando-se em
consideracdo essa classificacdo, e como pode ser observado na Tabela 10, o
extrato EHF-PS se mostrou ativo para os métodos testados (DPPH, ABTS) e
mostrou-se inativo frente o método CAT Entre os métodos avaliados, a melhor
atividade antioxidante dos extratos se deu para DPPH e ABTS destacando-se para
teste de DPPH (ICso de 81,32 ug mL™1) é semelhante ao relatado para a atividade
antioxidante do extrato de Prépolis verde (ICso de 80,64 ug mL™1) que é considerado
um bom antioxidante (GARCIA et al., 2011), indicando a boa capacidade
antioxidante do extrato bruto de P. simplicifolium.

Nos resultados obtidos no ensaio de captura do ABTS™ o extrato apresenta-se
ativo, dispondo de valor indicativo de uma boa atividade antioxidante, com ICsp =
174,14 pg mL?, valor préximo ao o ICso do padrédo trolox (ICso = 112,34 pug mL™?)
usado como controle positivo.

O teste de capacidade antioxidante total (CAT) tem como finalidade avaliar a
capacidade que a amostra possui em doar elétrons neutralizando compostos com
radicais livres. Os extratos apresentaram atividade antioxidante para o (CAT) mesmo

com resultados muito acima de 500 pg mL, podendo-se considerar o extrato inativo
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para atividade antioxidante. Pois, comparando com a literatura sobre o tema, séo
tidos como inativos resultados acima de 1000 pug mL*. Péde-se observar que a
diferenca para o extrato, foi muito distante em comparacdo com o padrdo &cido
ascorbico com 1Cso= 500 pg mL™.

O extrato se destaca apresentando melhores atividades diante dos métodos
DPPH e ABTS.

Estes resultados podem ser justificados pela presenca dos compostos
fendlicos que sdo responsaveis pela transferéncia de hidrogénio que neutraliza a
acao desses radicais (BREWER, 2011). Assim, os resultados observados para o
extrato EHF-PS podem estar associados a presenca dos compostos fendlicos, além
de esteroides e terpenos que foram identificados na analise fitoquimica preliminar

desse extrato.



61

7 CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa de compostos bioativos oriundos de espécies da familia
Malvaceae € algo relevante, tanto do ponto de vista econdmico, quanto no aspecto
do desenvolvimento local e preservacdo destas espécies. Dessa forma, o estudo
desenvolvido com P. simplicifolium, uma espécie do semiarido nordestino brasileiro,
foi importante, pois permitiu a identificacdo das caracteristicas fisico-quimicas, como
0 pH, que se obteve a partir de uma droga vegetal de carater relativamente acido;
considerando, também, o teor de cinzas, umidade, a densidade e a granulometria
gue foram obtidos através de resultados que estdo de acordo com os valores
preconizados na Farmacopéia Brasileira. O screening fitoquimico apresentou
resultados positivos para alcalbides, esteroides e triterpenos. A andlise qualitativa
para esterdides, triterpenos mostrou um alto teor e um percentual baixo para
flavondides, indicando a presenca dessas classes de metabdlitos no extrato de P.
simplicifolium

A prospeccéo fitoquimica do extrato das folhas de P. simplicifolium, através
de técnicas cromatograficas, permitiu o isolamento de dois constituintes quimicos
(PSF-01 e PSF-02), os quais tiveram sua estrutura elucidada, apés a andlise dos
dados de RMN de 'H e de 3C e utilizando técnicas uni e bidimensionais, como
sendo o lupeol e a betulina, respectivamente, séo triterpenos ja isolados de plantas,
mas que estdo sendo relatados pela primeira vez para a espécie. As substancias
identificadas  possuem  atividades farmacolégicas com destaque para
antiinflamatéria. Considerando — se a presenca de flavondides e as atividades
antioxidantes determinadas para o extrato, ressalta-se o potencial antiinflamatério e

antioxidante da espécie.
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