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RESUMO

Este trabalho objetivou o estudo fitoquimico e biolégico de S. micranthum,
analisar qualitativamente classes de metabdlitos secundarios utilizando as
metodologias da prospeccao fitoquimica e cromatografia em camada delgada,
bem como avaliar as atividades citotoxicas e antimicrobiana dos extratos dos
galhos, residuos da madeira e das frac6es. Na prospecc¢ado quimica foi possivel
evidenciar nos extratos, alcodlicos dos galhos e residuos, a presenca de
leucoantocianidinas, catequinas, flavonas, saponinas, flavonoides,
antocianidinas e chalconas. O ensaio citotoxico realizado para a espécie,
resultou em valores de DLso < 100 pg/mL, considerado ativo em frente
microcrustaceo Artemia salina Leach, por este motivo o extrato bruto foi
classificado como citotoxico. No teste antimicrobiano para o extrato dos galhos
da espécie, foram detectados halos de inibicdo fracos frente a bactéria
Morganella morgani na concentracdo de 0,050 mg/mL e 0,100 mg/mL; na
concentracdo de 0,100 mg/mL frente a bactéria Pseudomonas fluorescens. Com
fragdes reunidas através da CC, no teste antimicrobiano com o microorganismo
Morganella morgani, houve inibicdo fraca nas concentracdes de 0,100 mg/mL,
para Fso-s6, € nas concentragdes de 0,050 mg/mL e 0,100 mg/mL para Fs7-92.
Estes resultados contribuirdo principalmente com a Quimica da espécie e a
escassa literatura da espécie S. micranthum.
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1. INTRODUCAO

As plantas, além de seu uso na medicina popular com finalidades
terapéuticas, tém contribuido, ao longo dos anos, para a obtencdo de varios
farmacos (FLOGIO, 2006). O Brasil tem quase um terco da flora mundial, e
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mesmo diante de tamanha riqueza e ampla utilizacdo das plantas medicinais
pela populacéo, estimativas apontam que apenas 0,4% das pesquisas cientificas
envolvem a flora nacional (GRANATO et al., 2013). E interessante que se
desenvolva pesquisas com o objetivo de descobrir novos principios ativos e
também aprimorar as descobertas de novas atividades farmacolégicas de
substancias ja conhecidas e oriundas de plantas (FIRMO et. al., 2011).

A familia Malvaceae, é uma familia pantropical, com maior diversidade no
continente americano, distribuidas preferencialmente em florestas Umidas
(DUARTE et al., 2007). Em estudos farmacolégicos com espécies desta familia,
foram detectadas atividades antiespasmadica, anti-inflamatéria, antioxidante e
antimicrobiana (BRITO FILHO et. al., 2014).

A Scleronema micranthum (Ducke), € uma espécie da familia Malvaceae.
E uma arvore de porte médio a grande é comumente encontrada no Estado do
Amazonas principalmente nos arredores de Manaus e no Baixo Rio Negro; nativa
da floresta Amazébnica (OLIVEIRA et al, 2016; ESTEVES, 2005). Estudo
fitoquimico das folhas, sugeriram a presenca de fenois, leucoantocianidinas,
flavonas, saponinas e flavonoides; enquanto que o dos residuos sugeriu 0s
seguintes metabdlitos secundarios: taninos condensados e catequinas
(MARQUES, 2016; CUNHA e ABREU, 2014).

Os estudos realizados por Marques (2016) e Cunha e Abreu (2014),
limitaram-se apenas a investigacdo quimica e bioldgica dos extratos alcoolicos
(residuo e folhas). Neste estudo, além da analise quimica e bioldgica, foi
realizado o fracionamento cromatografico, atividade antimicrobiana e citotoxica,
tanto nos extratos como nas fragdes, visando contribuir com as linhas de
pesquisas de plantas medicinais encontradas na Amazo6nia, principalmente com
insercao de novos dados oriundos dessetrabalho a escassalliteratura da espécie

S. micranthum.

2. METODOLOGIA

2.1 Coleta do Material Vegetal

Em 2014, Cunha e Abreu (2014)), iniciaram no LPAA (Laboratério de
preparo de amostras e andlise) os estudos com a espécie S. micranthum. A
espécie foi coletada pelo engenheiro florestal (Marcos Anténio Silva de Souza),
da empresa Mil Madeireira. O corte de lote de Unica espécie por semana e cada
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tora da madeira que vai para o corte vem com uma numeragao da arvore quea
originou e toda as informacdes de manejo que a espécie passou (como ano de
plantio, diametro e altura, ano e més que foi realizado a coleta) (CUNHA e
ABREU, 2014). A espécie foi identificada por Teresa Bessa sob o niamero de
identificacdo 06 e sua exsicata foi depositada no herbario 2051 da Universidade
Estadual do Amazonas (UEA) (MATOS, 2016).

Nos registros do LPPA consta protocolo de extracdo dos constituintes
guimicos da espécie. Os extratos foram obtidos através da extracdo a quente
com o solvente etanol. Grande parte desse material botanico (extrato) encontra-
se disponivel, extrato bruto, armazenado sob refrigeragdo no LPAA, do Instituto
de Ciéncias Exatas e Tecnologia (ICET) aguardando continuidade do estudo

com a espécie.

2.2 Fracionamento do Material Botanico

A cromatografia em coluna (CC) foi realizada através da metodologia
descrita por Aquino Neto e Nunes et. al. (2003). Os solventes hexano (HEX),
cloreto de metileno (DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) foram
destilados para serem utilizados na corrida cromatogréfica. Uma aliquota do
extrato bruto de S. micrathum (4,955 g) foi incorporado a 2,0 g de silica gel com
DCM/ACOET 8:2, formando uma pastilha. Apds evaporacdo do solvente foi
adicionada ao topo da coluna, empacotada com 20 g de silica gel. Submeteu-se
entdo a amostra a eluicdo com solventes de polaridade crescente: hexano,
diclorometano, acetato de etila e metanol, puros e em misturas. Obteve-se cento
e dezesseis fracdes que depois de recolhidas e colocadas para evaporacao e

posterior pesagem (figura 1).

25
CCD : fragdes reunidas,
eluente e massa obtida

—

—
HEX/DCM 4:6 HEX/DCM 4:6 HEX/DCM 4:6 HEX/DCM 4:6 HEX/DCM 4:6
g, ny, e Yoy Qoo
‘
HEX/DCM 4:6 HEX/DCM 4:6 HEX/DCM 4:6 DCM/AcOET 8:2 DCM/AcOET 8:2
DCM/AcOET 8:2 DCM/AcOET 8:2 DCM/AcOET 8:2 DCM/AcOET 8:2 DCM/ACOET 8:2
- -
Frg-Fr Fao-Fus Fu-Fp Fyy-Fog
DCM/ACOET 8:2 DCM/ACOET 6:4 DCM/ACOET 6:4 DCM/ACOET 6:4
0037g 0,179g 4361g 0394 g
Ng 24 S X _A N
: ~ . .
Figura 1. Fluxograma com as fragfes reunidas, sistemas de eluentes e massa
obtida
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2.3 Perfil Cromatografico em Cromatografia de camada delgadados
extratos brutos e fracdes

A cromatografia em camada delgada (CCD) foi realizada através da
metodologia descrita por Aquino Neto e Nunes et. al. (2003), o estudo do perfil
guimico das fracbes coletadas ocorreu por cromatofolhas atuando como fase
estacionaria. E como fases moveis foram utilizadas misturas de eluentes de
diferentes polaridades. Na cAmara escura, com auxilio da [ampada ultravioleta,
foi possivel visualizar/revelar as placas, e as manchas cromatograficas foram
delineadas com lapis e reunidas em fracGes. ApOs esse procedimento, as placas
foram reveladas utilizando solucdo de Ce(S0O,), a 2% em &cido sulfarico,

seguido de aquecimento.

2.4 Prospeccao fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica foi realizada para -caracterizacdo dos
metabdlitos secundéarios presentes no extrato bruto e fragdes. Esta analise foi
feita através da metodologia descrita por Matos (2009). Foram pesados 0,5009g
do extrato bruto em um béquer. Retirou-se a clorofila da amostra com cloroférmio
(o suficiente para cobrir todo o extrato), em seguida o sobrenadante foi
descartado, e o precipitado que ficou no béquer foi solubilizado com metanol a
70%. A solucdo hidrometandlica foi transferida para um baldo volumétrico, e
completado até que atingisse a marca de 50mL. A solucéo foi padronizada com
pH = 4. Todos os ensaios desta analise fitoquimica foram realizados a partir da
solugcéo estoque e em triplicata. Os resultados basearam-se na mudanca de
coloracdo apds a reacdo, quando comparados com 0s brancos positivo (TO -

somente solucdo estoque) e negativo (reagente mais agua destilada).

2.5 Avaliacao da Citotoxidade

O ensaio de toxicidade frente ao microcrustaceo A. salina foi realizado
conforme descrito por Meyer et. al. (1982). Os cistos de A. salina foram
incubados em um aquario de vidro contendo solu¢ao salina (10 mg de cistos/
100 mL de solucéo), sob iluminacéo artificial a 28 °C e com uma bomba de ar
funcionando durante todo o processo. Apos 48 horas de incubagédo, os nauplios

ja eclodidos foram pescados com uma pipeta Pasteur e colocados em frascos
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de vidro contendo 4,5 mL de solucédo salina. Para preparar as solu¢gdes do extrato
bruto de Scleronema micrathum foram pesados 0,05 mg do extrato bruto. Depois
de pesados acrescentou-se 1,0 mL de DMSO (dimetil sulféxido) para o extrato e
também 1,0 mL para as fracdes, agitou-se a solucdo, e entdo, aplicou-se nos
frascos contendo a solugéo salina com a A. salina, obtendo-se as concentragdes
para extrato bruto e fracdes que foram de 500 a 1000 pg/mL (de 50 a 50 pg/mL).
Depois de aplicada a solugéo esperou-se 24 horas para entéo fazer a contagem

das larvas de A. salina. Foram contados o niumero de mortos e vivos.

2.6 Atividade Antibacteriana

O teste para determinacdo da atividade antimicrobiana foi realizado
através do método de difusdo em Agar, utilizando discos contendo os extratos
Cloroférmio e MANQ, em diferentes concentragdes, conforme descri¢do original
de Bauer et al. (1966). Separou-se os tubos com as suspensdes das bactérias
ativadas Edwardsiela tarda, Morganella Morgani, Pseudomonas fluoramas, as
placas de Petri com o meio solido ja vertido (Agar Muller Hinton), o disco de
antibiético Amicacina, e as 3 amostras com a solucdo a ser testada. As placas
foram identificadas de acordo com as suspensdes bacterianas e amostras que
seriam utilizadas. Apdés a semeadura das respectivas suspensdes bacterianas,
foram feitas placas controle para cada cepa. Separou-se a placa ao meio e nela
inclui-se de um lado o disco de Amicacina e no outro inseriu-se um disco com a
solucdo de DMSO, com o auxilio de uma micropipeta 16puL. Nas outras placas
foi inserido um disco para ensaio, em seguida pipetou-se 16 yL de extrato a ser
testada para cada suspensdo bacteriana. ApOs isso encubou-se as placas
vertidas na estufa a temperatura de 37°C para que acontecesse ocrescimento.

ApOs 24 horas, retirou-as, observou-se os resultados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Deteccdo dos constituintes quimicos no extrato bruto e fracdes
por CCD

Segundo Aquino Neto e Nunes (2003), a situacao ideal da posicdo de um
determinado soluto de interesse é quando seu Rf (fator de retengéo) = 0,5. Assim
outros componentes da amostra teriam possibilidades (em funcdo de suas

caracteristicas) de se separar acima ou abaixo do mesmo.
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A analise das fracGes e do extrato em CCD no eluente Hex'DCM (6:4)
utilizando como revelador solucdo de sulfato cérico, Ce(S0O,),, mostrou nas
cromatoplacas manchas de coloracdo rosa (Rf = 0,685). No sistema de
DCM/Hex 8:2, apresentou manchas distribuidas desuniformes ao longo da placa
de coloracéo rosas de tons claros e escuros, lilas, laranjado (Rf ~0,7875), roxo e
ainda tons azuis. No sistema de solvente DCM/AcCOEt 6:4, a cromatografia
apresentou manchas mais marrons, pouco desprendidas da base da placa, e na
borda superior machas levemente azuis (Rf~0,8852). Na camara escura, com
auxilio da lampada de ultravioleta A 365nm, foi possivel visualizar manchas
fluorescentes de cor azul e verde, laranja e rosa.

O sulfato cérico € um revelador utilizado em CCD para a deteccao de
terpendides e flavonoides. As cores rosa, azul, amarelo e laranja, apresentadas
tanto na placas reveladas com a lampada de UV, bem como com o Ce(SO ,),,
confirmando a presenca de terpenos e compostos fendélicos (CHAVES, 1997).

Embora no ensaio de prospeccao fitoquimica nédo tenha sido detectado a
presenca de terpenos, visto que este ensaio € baseado na andlise visual, faz se
necessario a elucidacdo estrutural para que sejam confirmadas a presencados

metabolitos na espécie.

3.2 Prospeccao Fitoquimica
Os ensaios de prospeccao fitoquimica dos extratos da S. micranthum
possibilitou a avaliagdo qualitativa dos seus metabdlitos secundarios,

contribuindo com os escassos dados sobre a espécie.

Tabela 1. Classes de metabdlitos secundarios do extrato bruto dos galhos de S.

micrantum em comparacgdo com os dados encontrados na literatura.

Scleronema Scleronema
Scleronema . .
Metabélicos micratum Sclgronema m|ctatum micratum
secundarios (galhos) mlcr’atum (residuo ) (folhas)
(residuo) (Cunhae (Matos et al.
Abreu, 2014) 2016)
Fendis Negativo Negativo Negativo Positivo
Taninos Negativo Negativo Positivo Negativo
Leucoantocianidinas Positivo Positivo Negativo Positivo
Catequinas Positivo Positivo Positivo Negativo
Flavonas Positivo Positivo Negativo Positivo
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Saponinas Positivo Positivo Negativo Positivo
Flavondides Positivo Positivo Positivo Positivo
Antocianidinas Positivo Negativo Negativo Negativo
Chalconas Positivo Negativo Positivo Negativo

Os flavonéides sdo estruturas polifendlicas de baixo peso molecular
encontradas naturalmente nas plantas. Possuem atividade
antioxidante, acao inibitéria de enzimas, atua como agente quelante e
como “scavenging” de radicais de oxigénio (ROS), uma vez que a
presenca destes tem sido relacionada a certas doencas crbnicas
(Aragjo et. al. 2007).

As leucoantocianidinas, chalconas, antocianidinas e catequinas, Sao
metabdllitos de origem sintética, que pertencem a classe dos flavonoides e por
isso mesmo podem apresentar as mesma propriedades deste grupo como ja
citado anteriormente.

As saponinas sdo atribuidas propriedades detergentes e surfactantes,
com funcdes de regulacdo do crescimento, defesa contra insetos e patégenos,
revelando a importancia desses compostos na adaptacdo e sobrevivéncia
vegetal (PEREIRA e CARDOSO, 2012). Plantas que apresentam saponinas sao
citadas com determinadas acfes farmacologicas, tais como antinflamatoria,
larvicida, hipocolesterolemiante, expectorante, ventrépica, moluscicida e
cicatrizante (BESSA, 2013).

3.3 Atividade citotoxica frente ao microcustaceo Artemia salina
Leach

Hyacienth e Almeida (2015), afirmam que o “teste de toxicidade sobre a
Artemia salina Leach é um ensaio biol6gico amplamente utilizado devido ser
rapido, confiavel e de baixo custo”.

O software BIOSTAT® 2009 é um programa de anélise estatistica (analise
PROBIT), que avalia se a concentracao é capaz de matar 50% da populacgao de
animais testados e com isso consegue-se estimar dose criticas em testes do tipo
dose-resposta. Neste programa foram inseridos a quantidade de nauplios vivos
e mortos para a obtencéo dos valores da dose letal (DLso) (FARIAS et. al., 2009).

O ensaio citotéxico testado para a espécie em estudo, resultou em valores

de DLso < 100 yg/mL (tabela 2) indicando que o extrato etandlico dos residuos
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apresentara uma alta atividade toxicolégica, mostrando-se muito promissor para
futuros estudos de possiveis classes de compostos bioativos. Este resultado
esta em consonancia com o apresentado no trabalho de Marques (2016), feitos
com as folhas.

Tabela 2. Valores de LDo) referente ao extrato etanolico da espécie S.
micrathum.

Espécie L Do) (Mg/mL)
Scleronema micranthum 0,766003632862073

3.4 Atividade antimicrobiana

Na concentracdo de 500 mg/mL frente ao micro-organismo Morganella
Morgani foi observado halo de inibicdo igual a 0,166 mm, e 0,5 mm na
concentracdo de 0,100 mg/mL do extrato da espécie, e também frente ao micro-
organismo Pseudomonas fluoramas, apresentando halo de inibicdo 0,166 mm
na concentracdo de 500 mg/mL.

Nos testes de atividade antimicrobiana para o residuo da espécie, frente
aos micro-organismos; Edwardsiela tarda, Morganella morgani e Pseudomonas
fluoramas, ndo houve crescimento em nenhuma das concentragdes.

As fracBes foram testados apenas com a bactéria Morganella morgani,
devido ao fato de obtermos pouca quantidade de extrato e por ter apresentado
maior inibicdo frente a esta bactéria. Na Fso-ss foi observado halos de inibicdo
igual a 0,166mm na concentracdo de 0,50 mg/mL; ja em Fg7-92, houveram halos
de 0,233 mm tanto na concentragao de 0,50 mg/mL quanto na concentragao de
0,100 mg/mL. No entanto, para a Fo3-96, frente ao micro-organismo Morganella
morgani, nao apresentou atividade antibacteriana.

A Morganella morganii € uma bactéria gram negativo, que habita o trato
gastrointestinal de humanos como parte da microbiota normal, porém também
constitui importante patdogeno relacionado a infec¢gfes de trato urinario, além de
infeccBes cutaneas e de tecidos moles, como peritonite, meningite, bacteremia
e sepse (PEREIRA et. al, 2016).

Embora a prospeccéo fitoquimica dos extratos de S. micrathum tenha
indicado a possivel presenca de flavondides que, o resultado obtido néo

apresentou atividade frente as bactérias testadas. Isso se deve ao fato de que
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nos extratos brutos os constituintes ativos estdo normalmente em pequenas
concentracdes (CARVALHO et al., 2014).

4. CONSIDERACOES FINAIS

A prospeccao fitoquimica indicou a presenca de compostos fendlicos e
alguns de seus derivados, detectou ainda a presenca de saponinas. Nos testes
realizados com a espécie S. micranthum foi possivel observar que a mesma
apresenta potencial citotéxico frente a Artemia Salina Leach. Estes estudo
preliminar sugere que seja dado continuidade nos estudos e ensaios de
citotoxidade em linhagens de células tumorais especificas.

A atividade antibacteriana ndo apresentou resultados promissores, Visto
gue os halos de inibicdo ndo foram detectados, ou quando detectados em
pequenos tamanhos, isso pode ser atribuido a baixa concentracdo dos
metabdlitos caracterizados na mesma. Diante destes resultados, faz se
necessario a continuacdo destes estudo com outros micro-organismos, ou em
concentracdes maiores.

E recomendavel que aliquotas dos extratos sejam analisadas no RMN 1H
e RMN 13C, para elucidacao e confirmacao dos constituintes quimicos presentes
na espécie. A identificacdo dos metabdlitos isolados as técnicas de
espectrometria de massa e técnicas espectroscopicas com RMN em 1De2D e
as espectroscopias em IV e UV, faz-se necesséria devido ao fato da espécie

possuir atividades interessantes para a industria farmacéutica.
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