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RESUMO

Estudos quimico-farmacoldgicos visando a obtencdo de novos farmacos a partir de produtos vegetais
sdo de grande importancia na industria. Este trabalho relata pela primeira vez a analise fitoquimica
em meio hidrofilico e lipofilico para deteccdo de metabdlitos secundarios presentes no extrato bruto
da entrecasca do caule de Pterodon pubescens Benth (sucupira branca), uma planta tipica do Cerrado,
bem como as avaliacdes do potencial antifingico e toxico do extrato bruto da entrecasca e de quatro
fracOes obtidas a partir do extrato bruto por particdo liquido-liquido com solventes de diferentes
polaridades, ainda ndo descritos na literatura. Os resultados da andlise fitoquimica foram realizados
seguindo-se procedimento da literatura, informando dados positivos a uma séerie de metabolitos
secundarios, com destaque aqueles com potencial antioxidante. O extrato hidrofilico apresentou um
maior numero de resultados positivos para os metabdlitos estudados. A investigacdo do potencial
toxico, tanto do extrato bruto como das quatro fraces semipuras frente as larvas de Artemia salina
Leach indicou valores de CL50 que comparado a dados da literatura situaram-se nas faixas de
moderadamente a fracamente toxicos. A avaliacdo da atividade antiflngica revelou que os extratos
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apresentam maior atividade de inibicdo. Os estudos realizados sinalizam que o extrato bruto
hidroetanolico da entrecasca do caule de P. pubescens contém substancias que possam conferir
propriedades medicinais, além do uso seguro para fins terapéuticos.

Palavras-chave: Fitoquimica. Planta medicinal. Potencial antifingico. Pterodon pubescens.
Toxicidade.

ABSTRACT

Chemical-pharmacological studies aiming to obtain new drugs from plant products are of great
importance in the industry. This work reports for the first time the phytochemical analysis in
hydrophilic and lipophilic medium for detection of secondary metabolites present in the crude extract
of the stem bark of Pterodon pubescens Benth (sucupira branca), a typical plant from the Cerrado, as
well as the evaluations of the antifungal potential and toxic of the crude extract and of four fractions
obtained from the crude extract by liquid-liquid partition with solvents of different polarities, not yet
described in the literature. The results of the phytochemical analysis were performed following a
procedure in the literature, reporting positive data to a series of secondary metabolites, with emphasis
on those with antioxidant potential. The hydrophilic extract showed a greater number of positive
results for the studied metabolites. The investigation of the toxic potential, both of the crude extract
and of the four semi-pure fractions against the larvae of Artemia salina Leach indicated values of
LC50 that compared to data in the literature were in the ranges of moderately to weakly toxic. The
evaluation of antifungal activity revealed that the hexane and ethyl acetate partitioned extracts are
sensitive to the inhibition of Candida albicans, compared to a positive pattern, while the crude
lipophilic extract and the chloroform and 1-butanol fractions show greater inhibition activity. The
studies carried out indicate that the crude hydroethanolic extract of the stem bark of P. pubescens
contains substances that can confer medicinal properties, in addition to its safe use for therapeutic
purposes.

Keywords: Phytochemistry. Medicinal plant. Antifungal potential. Pterodon pubescens. Toxicity.

1 INTRODUCAO

O Cerrado se constitui em uma rica e singular biodiversidade, cuja importancia é reconhecida
mundialmente. Apenas atras da Amazdnia em extensdo, o Cerrado compreende uma area com pouco
mais de dois milhGes de quildmetros quadrados (em torno de 24% do territdrio brasileiro), tendo sua
maior parte localizada na regido Centro-Oeste do pais (BRASIL, 2007; SANTOS et al., 2020).
Batalha (2011) defende que o Cerrado ndo se trata de um Gnico bioma, mas sim uma constituicao
complexa de trés biomas: campo tropical, floresta estacional e a savana, cada um com suas proprias
caracteristicas quanto a fauna e flora.

Alvo de intenso processo de devastacado, principalmente a partir da década de 70, os esforcos
no sentido de ampliar a conservacdo do Cerrado por meio de leis ainda sdo insuficientes e muitas
vezes ineficientes, conforme relata Franco, Ganem e Barreto (2016). Estima-se que menos de 10%
da éarea total do Cerrado encontra-se legalmente protegida (BARBOSA, 2017). Com relacdo a sua

vegetacdo, encontram-se catalogadas em torno de 12 mil espécies (SANO et al., 2019), entretanto, a
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expressiva maioria ainda carente de estudos quimico-farmacoldgicos. A importéncia do uso de
produtos naturais na terapéutica é reconhecida desde tempos remotos (BARREIRO; FRAGA, 2001;
DUTRA et al., 2016). Neste contexto, produtos naturais obtidos a partir de plantas revelam um valor
incalculavel para a sociedade, contribuindo significativamente para a melhoria da qualidade de vida
da populacdo (DEVIANE; RADDI; POZETTI, 2004). As plantas superiores, desta maneira,
constituem-se em matérias primas vitais para o desenvolvimento de novos farmacos.

Em dois artigos cientificos recentes (CARVALHO et al., 2019; SANTOS et al., 2020)
descrevem uma série de espécies vegetais tipicos do Cerrado que exibem propriedades medicinais e
sdo usadas tradicionalmente pela populacdo como recurso terapéutico, com destaque aquelas com
acdo diurética, adstringente, antifingica, antiulcerogénica, antitumoral, antiinflamatoria,
hipoglicemiante, no tratamento de distirbios gastrointestinais, dentre outros. A planta alvo deste
trabalho é originaria do Cerrado brasileiro e apresenta 0 nome oficial de Pterodon pubescens Benth
e sinonimia Pterodon emarginatus Vogel. Recebe como nomes populares mais comuns “faveiro” ou
“sucupira branca” (LORENZI, 2002). Na medicina popular, infusdes do caule, raizes e do 6leo das
sementes sdo empregados como analgésicos e nos tratamentos de infecgdes de garganta e reumatismo
(ALMEIDA et al., 1998; HANSEN; HARAGUCHI; ALONSO, 2010).

O presente estudo realizou investigacdes fitofarmacologicas a partir da entrecasca do caule de
Pterodon pubescens (sucupira branca), que foram a identificacdo fitoquimica em meio hidrofilico e
lipofilico de diferentes classes de metabdlitos secundarios presentes na entrecasca, bem como
investigacOes do potencial toxico e antifingico do extrato bruto hidroetanolico e de quatro fracdes

obtidas a partir do extrato bruto por extracdo com solventes de polaridades diferentes.

2 METODOLOGIA
Obtencéo do material vegetal e processamento

A coleta da entrecasca do caule de Pterodon pubescens (sucupira branca) foi realizada em
fevereiro de 2009, na Unidade | da Universidade Federal de Mato Grosso, Campus Universitario do
Araguaia, Pontal do Araguaia (MT), Brasil. A posicdo geografica esta localizada em 15°55'08.4"S
52°16'42.9"W. Foram coletados cerca de 3,5 kg de material com auxilio de facdo. A identificacdo
taxonémica da planta foi realizada no Herbario da UFMT/CUA - Unidade |, Pontal do Araguaia
(MT), cadastrada sob nimero 1950. Inicialmente, todo o material vegetal foi mantido em estufa a
40°C para secagem, sem contato com a luz solar. Em seguida o material foi triturado em moinho de
bolas até a forma de p6 e armazenado a temperatura ambiente, em frasco fechado e sob o abrigo de

luz.
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Preparacdo do extrato bruto da entrecasca do caule de Pterodon pubescens (sucupira branca)
Para a preparacdo do extrato bruto, 1000 g de entrecasca do caule na forma de p6 foi

submetido a extracdo por 10 dias com 6 L de solucdo hidroetandlica etanol:agua destilada (8:2), a
temperatura ambiente, protecdo de luz e agitagcdo ocasional. Apds esse periodo, o extrato foi filtrado,
separando o material sélido do extrato hidroetandlico. O solvente foi recuperado em evaporador
rotativo (Quimis) sob véacuo a 60°C. O extrato bruto obtido da entrecasca foi submetido a secagem
posterior em estufa a cerca de 50-60°C, por cerca de 7 dias, até ser atingido o peso constante. Apos
esse processo o extrato bruto foi macerado num almofariz, com o auxilio de um pistilo e mantido sob
refrigeracdo emtorno de 7-10°C para evitar degradacédo (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998) (Figura
1).

Preparacao dos extratos particionados por diferenca de polaridade

50,0 g de extrato bruto hidroetandlico obtido anteriormente foram inicialmente suspendidos
em 1 L de agua destilada e agitado por 30 minutos em agitador magnético. O precipitado formado foi
entdo removido por filtracdo e a parte do extrato que foi solubilizado em agua foi submetido a um
método sistematico de particdo liquido-liquido, usando um funil de separacdo, com solventes de
polaridades crescentes: hexano, cloroformio, acetato de etila e 1-butanol, visando uma
semipurificacdo das substancias (DOMINGUEZ, 1973; MATOS, 2009; YUNES; PEDROSA;
FILHO, 2001).

Para cada solvente de extracéo, foram realizados trés procedimentos usando 100 mL para as
extracOes. Reuniu-se 0s solventes separadamente e os mesmos foram recuperados por rotaevaporacao
(aparelho Quimis). As fracdes semipuras foram secas em estufa a 40°C até obtencéo de peso constante
e macerados num almofariz, com o auxilio de um pistilo, sendo mantidos sob refrigeracdo em torno
de 7-10°C para evitar degradacdo (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998) (Figura 2 e Tabela 1).

Analise fitoquimica do extrato bruto da entrecasca do caule de Pterodon pubescens

Para as analises fitoquimicas seguiu-se 0 método descrito por Matos (2009), com algumas
adaptacoes, que se baseia na mudanca de coloracdo ou formacéo de precipitado. Empregou-se 100 g
de entrecasca do caule previamente seca de P. pubescens suspensos em 700 mL de etanol a 70% (v/v)
e outras 100 g de entrecasca do caule em 570 mL de cloroformio (CHCIs), obtendo-se os extratos
hidrofilico e lipofilico, respectivamente (Tabela 2). Os testes foram realizados em tubos de ensaio,

com os reagentes especificos para cada grupo de metabolitos secundarios.

Avaliacdo do potencial toxico do extrato bruto e das fragdes particionadas da entrecasca do
caule de Pterodon pubescens
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Essa avaliagdo do potencial toxico frente a larvas de Candida albicans Leach foi realizada
para o extrato bruto hidroetan6lico obtido anteriormente, bem como os quatro extratos particionados
com solventes de diferentes polaridades. Seguiu-se os procedimentos de Meyer et al. (1982), com
algumas modificac6es, além das literaturas Sorgeloos, Van Der Wielen e Persoone (1978), Parra
(2001), Pour e Sasidharan (2011) e Medeiros e colaboradores (2020). Para a obtencéo das larvas de
A. salina, ovos (adquiridos da empresa Artemia salina do RN) foram mantidos em uma solugéo
aquosa de sal marinho (Mossor6) 0,037 g.mL™ (m/v), com pH ajustado para 7,0 (pela adicio de
solugdo aquosa de NaOH 0,1 mol.L™), sob aeracdo e iluminacdo constante com uma lampada de 40
W (em torno de 27- 28°C), por 24 horas para a eclosdo dos mesmos. Em seguida foi preparado uma
solucdo de concentragdo 5,0 mg.mL™?, a partir da diluicio de 50 mg de cada amostra analisada e
etanol PA. Desta solug¢do padrdo foram transferidos 15 pL, 50 uL, 100 uL, 500 uL, 600 uL e 700 uL
para tubos de ensaio, que foram mantidos em estufa a 50°C até evaporacao total do solvente. Este
procedimento foi realizado em triplicata. Apos a evaporacéo total do solvente, foram adicionados a
cada tubo 3 mL da solugéo salina, 10 larvas de A. salina e completado o volume do tubo de ensaio
com a adi¢do de solugéo salina até 5 mL, obtendo-se as concentragdes finais nos tubos de 15 pg.mL"
150 pygmL?, 100 pg.mL?, 500 pg.mL?, 600 pg.mL™e 700 pg.mL?, respectivamente. O tubo
controle foi preparado contendo somente 5 mL de solugéo salina e 10 larvas de A. salina. Decorridos
24 horas de exposicao, com auxilio de lupa e bastdo de vidro, foi feito a contagem do nimero de
larvas sobreviventes, sendo consideradas mortas aquelas larvas que permaneceram imdveis por mais
de 10 segundos ap0s agitacdo branda dos tubos. Foi entdo realizado o célculo da concentracao letal

média (CLso) do extrato bruto e das quatro fragdes semipuras a partir das concentracdes estudadas

utilizando o programa Statplus 2008 (LHULLIER; HORTA; FALKENBERG, 2006) (Tabela 3).

Avaliacdo do potencial antifingico do extrato bruto e fracGes particionadas da entrecasca do
caule de P. pubescens
Foram testados o extrato bruto hidroetandlico obtido anteriormente, bem como 0s quatro

extratos particionados com solventes de diferentes polaridades. O teste de susceptibilidade foi
realizado em triplicata através da técnica de difusdo em poco, utilizando o fungo Candida albicans
em meio de cultura com Agar Shouroud-Dextrose. Os meios foram estriados com swab estéril
umedecidos com a suspensdo do indculo. Perfurou-se pocos com diametro de 6 mm com o auxilio de
canudo com tamanho necessario e em seguida os pogos foram preenchidos com o extrato nas
concentraces de 50 pg.mL?te 75 pg.mL™ de cada amostra, em etanol PA. Para controle negativo
utilizou-se etanol PA e para controle positivo fluconazol 2%. As placas foram incubadas em estufas
a 37°C por um periodo de 48 horas, realizando-se a primeira leitura com 24 horas e a segunda leitura

com 48 horas. Como parametro de atividade, constatou-se a presenca de halos de inibigdo de
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crescimento, formado em volta dos pocos, utilizando um paquimetro para a medi¢do. Os resultados
foram expressos em fungéo do didmetro (em mm) dos halos de inibig&o de crescimento. Considerou-
se sensivel ao extrato halos com didmetro maior ou igual a 10 mm, parcialmente sensivel as que
apresentarem diametro superior a 5,0 mm e inferior a 10,0 mm e resistentes aqueles com diametro
inferior a 5,0 mm (BAUER et al., 1966). Foi utilizado o programa Excel para o calculos de média

aritmética e desvio padréo (Tabela 4).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Caracteristicas do material pulverizado, do extrato bruto e rendimento

Apbs a trituracdo da entrecasca do caule com vistas a preparacdo do extrato bruto
hidroetanolico, obteve-se um pé com coloracdo marrom. Ja o extrato bruto seco obtido apresentou
caracteristicas de um p6 marrom escuro ap6s maceracdo (Figura 1), contendo um odor caracteristico

de madeira, levemente achocolatado. Obteve-se 85,0 g de extrato bruto (rendimento: 8,5 %).

Figura 1 - Extrato bruto obtido da entrecasca do caule de P. pubescens (sucupira branca).

3 /
\_// |

B
Fonte: Foto de Lucas Omar Stocco.

Caracteristicas dos extratos particionados a partir do extrato bruto e rendimentos
Apos suspensdo de 50,0 g do extrato bruto seco obtido da entrecasca do caule de P.

pubescens em 1 L de agua destilada, formou-se uma parte soltvel de coloracdo alaranjada, com
precipitado de coloracdo bege. Ha suspeitas de que o precipitado formado seja caracteristico de
celulose com arginina. Apds os procedimentos de extracdo com solventes de diferentes polaridades
e secagem dos extratos particionados, foram observados materiais na forma de pé (Figura 2), cujas

caracteristicas e rendimentos sao descritos na Tabela 1.
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Figura 2 - Extratos particionados a partir do extrato bruto da entrecasca de P. pubescens, por solvente de diferentes
polaridades: (A) - hexano; (B) - cloroférmio; (C) - acetato de etila e (D) - 1-butanol.
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|
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Fonte: Fotos de Lucas Omar Stocco.

Tabela 1 - Caracteristicas dos extratos obtidos usando solventes de diferentes polaridades a partir do extrato bruto da
entrecasca do caule de Pterodon pubescens (sucupira branca).

Extratos obtidos Coloragdo Massa obtida () Rendimento (%)
Fracdo hexano Marrom 2,40 4,8
Fracéo cloroférmio Marrom 6,30 12,6
Fracdo acetato de etila Marrom escuro 5,60 11,2
Fragdo 1-butanol Marrom claro 9,35 18,7

Fonte: Os autores.

Analise fitoquimica do extrato bruto da entrecasca do caule de Pterodon pubescens
Na tabela 2 tem-se os resultados obtidos das analises dos metabdlitos secundarios a partir do
extrato bruto da entrecasca do caule de P. pubescens (sucupira branca), realizados em meio hidrofilico

e lipofilico.

Tabela 2 - Resultados da analise quimica dos metabdlitos secundarios do extrato bruto hidroetanélico da entrecasca do
caule de P. pubescens (sucupira branca).

Classe de metabdlito secundario Extrato hidrofilico Extrato lipofilico
Acidos fixos fortes (+) (-)
Agliconas - esteroides e terpenoides (-) (0)
Agliconas - flavonoides (-) (0)
Alcaloides (+) (-)
Antocianinas e antocianidinas (-) (-)
Antrandis (-) (-)
Auronas e chalconas (+) (-)
Bases quaternarias (+) (-)
Cumarinas (+) (+)

Braz. J. of Develop., Curitiba, v. 6, n. 10, p.77589-77607, oct. 2020.  ISSN 2525-8761



JRrazilian Journal of Development

Esteroides livres (+) (-)
Fendis (+) (-)
Flavanonas (+) (-)
Flavonas, flavonoides, flavononéis e xantonas (-) (-)
Flavonas, flavonoides, flavonondis e xantonas - (-) (-)

confirmagéo

Leucoantocianidinas (-) (-)
Quinonas (-) (-)
Resinas (+) (0)
Saponinas (+) (0)
Taninos catequéticos (+) (+)
Taninos pirogalicos (-) (-)
Triterpenoides pentaciclicos (+) (-)

Legenda: (+) = positivo ; ( - ) = negativo ; (0) = néo realizado.
Fonte: Os autores.

As substancias presentes nas diferentes partes de uma planta e conhecidas como metabolitos
secundarios apresentam diversas funcdes importantes, como por exemplo agir como substancias de
atracdo a animais polinizadores, protecdo contra herbivoros, dentre outros (TAIZ; ZEIGER, 2013).
Observou-se a presenca de um maior numero de classes de metabolitos secundarios no meio
hidrofilico analisado que no meio lipofilico, em que foram evidenciados apenas a presenca de
cumarinas e taninos catequéticos. O extrato hidrofilico evidenciou a presenca significativa de
metabolitos secundarios que apresentam potencial antioxidante, com destaque para auronas e
chalconas, cumarinas, fenois, flavanonas, taninos e triterpenos, como descritos na literatura
(VIANNA et al., 2012; AQUINO et al., 2017; JAIN; KHATANA; VIJAYVERGIA, 2019). Alguns
estudos relacionam a producdo excessiva de radicais livres no organismo ao desencadeamento de
estresse oxidativo e isso poderia estar associado ao aparecimento de certas doencas carcinogénicas
(BARBOSA et al., 2010). O emprego de substancias ou extratos com comprovada atividade
antioxidante, como encontrado em nossos resultados, poderia ajustar esse equilibrio oxidativo e
impedir o desenvolvimento desse tipo de doenga. A busca por novos compostos com potencial
antioxidante originados de materiais vegetais tem despertado bastante interesse na comunidade
cientifica, uma vez que alguns estudos tem alertado sobre a ocorréncia de certos tipos de cancer
quando o emprego de antioxidantes sintéticos é excessivo (BAKKALI et al., 2008; FERREIRA et
al., 2016).
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A literatura exibe um nimero de publicagdes bem maior de estudos quimico-farmacoldégicos
relacionados com o 6leo das sementes de P. pubescens quando comparado com as raizes, folhas ou
entrecasca do caule. Possivelmente o emprego popular bastante disseminado do O6leo por
comunidades do Cerrado para combater infeccbes de garganta justifique esse fator. Produtos
fitoterapicos cadastrados e que apresentam na constituicdo o 6leo de sucupira purificado ja podem
ser encontrados e comercializados em farmécias.

Coube a Bustamante et al. (2010) o levantamento preliminar pioneiro dos metabdlitos
secundarios presentes na entrecasca do caule de P. emarginatus, coletadas na cidade de Bela Vista,
estado de Goias. Os testes fitoquimicos realizados em extrato hidroalcodlico evidenciaram a presencga
de flavonoides, heterosideos saponinicos, resinas e tracos de esteroides e triterpenoides. Com exce¢édo
dos flavonoides, os metabolitos testados positivos pelos pesquisadores estdo em concordancia com
0s encontrados neste trabalho. Também em extrato hidrofilico da entrecasca do caule, a presenca de
compostos fendlicos foi verificada em P. emarginatus por Hansen et al. (2010); tais compostos
fendlicos revelaram positivo no extrato hidrofilico estudado neste trabalho para P. pubescens.

As isoflavonas isoladas e elucidadas pelo grupo de pesquisa do professor Raimundo Braz
Filho, em 1971 parecem ter sido as primeiras moléculas puras obtidas a partir da entrecasca do caule
de P. pubescens (BRAZ FILHO et al., 1971). Ainda sdo destaques as pesquisas que levaram ao
isolamento de alcaloides (TORRENEGRA; BAUEREIB; ACHENBACH, 1989) e dos triterpenos
betulina e lupeol (MORAES et al., 2012).

Avaliacdo do potencial toxico do extrato bruto e das fraces particionadas da entrecasca do
caule de Pterodon pubescens frente a larvas de Artemia salina Leach

Avaliou-se o potencial toxico do extrato bruto hidroetanolico e das fracdes obtidas por
particdo liquido-liquido da entrecasca do caule de P. pubescens, utilizando como parametro a CLso
(concentracdo letal suficiente para matar 50% das larvas de Artemia salina), decorridas 24 horas de
exposicdo as concentracdes de 15 ug.mL?, 50 ug.mL?, 100 pg.mL™, 500 pg.mL?, 600 ug.mL?e
700 pg.mL*, de solucdo salina do extrato bruto da entrecasca de P. pubescens. Os testes foram
realizados em triplicata. Observou-se uma porcentagem de mortes extremamente baixa de larvas de
A. salina, tanto para o extrato bruto quanto para as fracGes semipuras. O controle ndo apresentou
nenhuma larva de A. salina morta. Nao houve mortes de larvas até a concentragio de 400 pg.mL™,
enquanto apenas uma morte observada para praticamente todas as amostras nas concentragdes de

500, 600 e 700 pg.mL™. Na tabela 3 encontram-se os resultados de CLso encontrados.
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Tabela 3 - Valores de CLsp encontrados nas analises de toxicidade do extrato bruto e das fragdes semipuras da entrecasca
do caule de P. pubescens frente a larvas de Artemia salina.

Amostras CLso (ng.mL™)
Extrato bruto 228,5
Fracdo hexano 300,0
Fracéo cloroférmio 550,0
Fracgdo acetato de etila 300,0
Fragdo 1-butanol 550,0

Fonte: Os autores.

A literatura nos contempla alguns trabalhos com valores de padronizacdo de potencial txico
usando larvas de Artemia salina, seja para substancias puras (NOLDIN et al., 2003; CANSIAN et
al., 2017), sistemas nanoparticulados (RAJABI et al., 2015) ou para extratos vegetais (NGUTA et
al., 2011). Este trabalho, como envolve extratos vegetais, tomou como referéncia a padronizacao dos
pesquisadores Nguta et al. (2011), onde consideram que tanto extratos organicos quanto extratos
aquosos obtidos de fontes vegetais que apresentem valores de CLso menores que 100 pg.mL? sdo
classificados como muito toxicos, CLso entre 100 e 500 pg.mL™ sdo considerados moderadamente
toxicos, CLsoentre 500 e 1000 pg.mL* apresentam fraca toxicidade e CLspacima de 1000 pg.mL™
sdo considerados atoxicos. Com base nessa referéncia, os valores descritos na tabela 3 indicam
moderado potencial toxico para o extrato bruto etandlico e fracdes hexanica e acetato de etila,
enquanto que para as fracdo cloroformica e 1-butanol, os valores indicam toxicidade moderada.

Visando melhor credibilidade nos resultados encontrados de potencial toxico do extrato
bruto e das fracOes obtidas por diferentes polaridades apresentados na tabela 3, foi realizado um
estudo computacional (modelo in silico) para determinar a concentracao letal 50% (CLso) € avaliar o
potencial toxico em concentracfes menores e maiores além das estabelecidas no experimento pratico,
a fim de simular a dizimacao total das larvas de Artemia salina, na intencdo de comparar se, tanto o
experimento pratico quanto modelo in silico corroboram com o mesmo espectro de potencial toxico
(PEREIRA, 2017; CAIANA, 2018; CRUZ et al., 2019). A simulacdo in silico foi realizada na faixa
de concentragdo de 15, 30, 50, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 2000, 3000, 4000,
5000, 6000 e 7000 ug.mL™. A figura 3 (A a E) apresentam os graficos obtidos de potencial toxico da

simulag&o e os valores de CLso sé0 apresentados na tabela 4.
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Tabela 4 - Valores de CLso encontrados nas analises de simulagéo in silico de toxicidade do extrato bruto e das fracdes
semipuras da entrecasca do caule de P. pubescens frente a larvas de Artemia salina.

Amostras CLso (ng.mL™)
Extrato bruto 2500,0
Fracdo hexano 3000,0
Fracdo cloroformio 3500,0
Fracgdo acetato de etila 4000,0
Fracdo 1-butanol 3500,0

Fonte: Os autores.

Elevando-se as concentra¢des até 7000 ug.mL™ foi possivel obter o valor de concentragio
maxima para eliminacdo total das larvas de Artemia salina, o que possibilitou estipular o perfil toxico
baseado na andlise probit, estabelecendo a susceptibilidade da populacdo dizimada, considerando
como uma variavel aleatoria com distribuicdo normal nos casos do uso da funcdo logistica, atuando
na formag&o da curva sigmoide para linear, validando assim o perfil da concentracédo letal para matar
50% dos microcrustaceos.

Com base na classificacdo da literatura de padronizacdo do potencial toxico e dos valores reais
da CLso obtidos no experimento, bem como os gréficos das simulagfes, permitiram determinar que
os valores de CLso na simulagdo encontraram-se em um espectro distinto de toxicidade em relacéo
aos valores de CLsp do teste experimental, cuja classificacdo enquadra-se no contexto atoxico para o
extrato bruto e fracdes do caule de P. pubescens, haja vista que as CLsg estdo todas acima de 1000
pug.mL? (NGUTA et al., 2011).

Figura 3 - Simulacéo in silico de toxicidade do extrato bruto de P. pubescens e fragfes semi puras: (A) - Extrato bruto;
(B) - hexano; (C) - cloroférmio; (D) - acetato de etila e (E) - 1-butanol.

Fragdo Hexan
Extrato etandlico entrecasca do caule = REAOTeRAnD
10

e i

Artemias Mortas
-
Artemias Mortas.

Concentragdo (mg.mL")

(A) (B)
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Fragdo Cloroférmio

Artemias Mortas

Concentragéio (mg.mL ')

Artemias Mortas

Fragdo Acetato de Etila

tragho (mg.mL)

Artemias Mortas

Fragao 1-butanol

Concentragéo (mg.mL ")

(©)

(D)

(E)

Fonte: Os autores.

Portanto, os valores de CLso do experimento e da simulagdo produziram curvas sigmoides
distintas que corroboraram para a classificacdo do potencial toxico de ambos 0s experimentos; a CLso
obtida no experimento encaixou no perfil de toxicidade moderada tendo em conta o parametro de
valores entre 100 e 500 pg.mL™ considerados moderadamente toxicos, conquanto esses valores ainda
assim poderiam ser revelados pela curva sigmoide como atoxicos se a populacao total de artemias
fossem eliminadas completamente para levantamento dos dados estatisticos e determinacdo da
concentracéo letal, porém essa mensuracdo para obtencdo do valor da CLso ocorreu com apenas 10%
dos dados colhidos da dizimagdo das larvas. Isso se deu em detrimento da concentracdo de 700
ng.mL? ter resultado em apenas 1 morte de 10 larvas. Por conseguinte, aplicou-se a formula e
estabeleceu-se as respectivas CLso. Em contrapartida, a CLso obtida com a simulagdo in silico
encaixou no perfil de atoxicidade; o procedimento consistiu em elevar a concentracdo das substancias
até alcancar dizimac&o total das larvas que ocorreu na concentracéo de 7000 pg.mL*ampliando assim
os dados em 100% a fim de estabelecer a dose que erradicou 50% da populacdo; com a aplicacdo da
formula e construcao dos graficos, os mesmos revelaram valores de CLso superiores a 1000 pg.mL-
1 0 que permitiu determinar que o extrato bruto e fracdes do caule de P. pubescens se classificaram
como substancias atdxicas. Assim sendo, as mortes das larvas obtidas no experimento serviram como
base para aplicacdo da simulacdo, e ambos os testes permitiram tracar o perfil de toxicidade
demonstrando a transicao classificatoria da condicdo de “moderadamente toxico” com apenas uma
morte para a condi¢ao de “atoéxico” quando finalizou com dez mortes.

Segundo Meyer et al. (1982), concentracdes letais que apresentam-se acima de 1000,0
pg.mL? indicam a presenca de substancias potencialmente ativas. Dessa maneira, os dados
encontrados sdo indicadores de que o extrato bruto hidroetandlico da entrecasca do caule de Pterodon

pubescens contém substancias que possam lhe conferir propriedades medicinais.
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Avaliacéo do potencial antifangico do extrato bruto e fracdes particionadas da entrecasca do
caule de Pterodon pubescens

Na tabela 5 encontram-se 0s resultados encontrados dos halos de inibicdo do extrato bruto
obtido da entrecasca do caule de P. pubescens, bem como dos quatro subextratos particionados com
solventes de diferentes polaridades, frente a Candida albicans, comparados com o controle positivo.

Tabela 5 - Resultados da avaliacdo do potencial antifingico do extrato bruto da entrecasca do caule de P. pubescens e
fracOes semipuras frente a Candida albicans.

Média do diametro dos halos
formados (mm) Desvio Padréo (DP)
AMOSTRAS 50 pg.mL? 75 pg.mL? 50 pg.mL? 75 pg.mL?

24h 48h | 24h 48h 24h 48h 24h 48h
Extrato Bruto 15,0 13,0 |16,0 16,0 2,00 1,15 1,15 2,00
Fracdo Hexano 12,0 12,0 |13,0 12,0 251 232 151 1,52
Fracéo Cloroférmio 16,0 16,0 |18,0 17,0 0,57 1,15 2,08 2,08
Fracdo Acetato de Etila 12,0 11,0 14,0 12,0 1,73 1,52 0,57 0,57
Fracéo 1-butanol 20,5 19,5 |19,5 19,5 0,70 0,70 0,70 0,70
Controle positivo (fluconazol
2%) 15,0 140 |_ _ 2,88 251 _ _
Controle negativo (etanol PA) | 0,0 00 |_ _ _ _ _ _

Fonte: Os autores.

Os resultados revelaram primeiramente uma equivaléncia entre os halos formados no extrato
bruto e as fracBes particionadas em ambas as concentracdes e intervalos de tempo. Observa-se que 0
extrato bruto (na maior concentracao), a fracdo cloroformica e a fracdo 1-butanol apresentaram halos
de inibicdo superior ao apresentado pelo controle positivo (fluconazol 2%), sugerindo assim que
apresentam um significativo potencial antifingico. Os valores dos halos de inibicdo do extrato bruto
na menor concentracdo foram equivalentes aos valores encontrados pelo controle positivo. Ja as
fracBes hexanica e acetato de etila, nas duas concentracdes, apresentaram halos de inibicdo inferiores
ao controle positivo, entretanto, acima de 10,0 mm, considerando 0s mesmos como sensiveis quanto
a inibicdo do fungo (BAUER et al., 1966).

Em testes realizados por nosso grupo de pesquisa, foi evidenciada a atividade antibacteriana,
especificamente contra bactérias Gram-negativas P. aeruginosa (SILVA, 2009) do extrato
hidroetandlico da entrecasca do caule de P. pubescens. Bustamante et al. (2010) descreve atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas esporuladas e ndo esporuladas, Gram-negativas e

atividade antifungica para a C. albicans com extrato etanélico da casca de P. emarginatus. Neves et
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al. (2007) observaram atividade antifingica do extrato semi-sintético hexanoico das cascas de P.
ermaginatus contra fungos dermatéfilos T. rubrum, T. mentagrophytes e M. canis.

Uma boa parte dos metabolitos secundarios presentes nas diferentes partes das plantas tem
revelado acdo inseticida, fungicida e potencial toxico. Essas caracteristicas podem ser a chave para o
desenvolvimento de novos pesticidas naturais mais sustentaveis e menos agressivos a natureza
(WINK, 2010). Os resultados obtidos da acao antifingica do extrato bruto da entrecasca e das fracoes
particionadas da entrecasca do caule de P. pubescens (sucupira branca) podem estar relacionados a
forte presenca de metabdlitos secundarios ligados & acdo antioxidante encontrados na anélise
fitoquimica. Alguns trabalhos na literatura sustentam essa relacdo, em que principalmente a presenca
de fendis e taninos, classicos metabolitos descritos com propriedades antioxidantes, parecem indicar
a atividade antifingica, como por exemplo o potencial antifingico apresentado pelo extrato
hidrofilico obtido das folhas de Plinia cauliflora (SOUZA-MOREIRA et al., 2010) e na fracdo
acetato de etila das raizes de Cochlospermum regium (CARVALHO et al., 2018).

4 CONSIDERA(}@ES FINAIS

O levantamento da presenga de metabolitos secundarios na entrecasca do caule de P.
pubescens (sucupira branca), pela primeira vez descrito na literatura em meio hidrofilico e lipofilico,
revelou a presenca de um namero significativo de metabolitos, principalmente no meio hidrofilico.
Houve predominancia da presenca de metabolitos que s@o descritos na literatura com potencial
antioxidante. Os valores obtidos de CLso acima de 1000 pug.mL™, tanto para o extrato bruto da
entrecasca do caule como para as quatro fracGes obtidas por particéo liquido-liquido denotam extratos
atoxicos, credenciando-os dessa maneira como produtos naturais que propiciam seguranca a0 UsO
popular benéfico a satde. Os que os extratos particionados hexano e acetato de etila sdo sensiveis a
inibicdo de Candida albicans, comparado com padrdo positivo, enquanto o extrato bruto lipofilico e
as fracbes cloroformio e 1-butanol apresentam maior atividade de inibicdo. A forte presenca de
metabolitos com propriedades antioxidantes podem ser responsaveis pela atividade antifungica
encontrada. Os resultados sinalizam que os extratos investigados apresentam-se bioativos e séo base

importante para futuros estudos interareas, principalmente a Quimica e Farmacia.
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