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RESUMO

As arvores pertencentes a familia Fabaceae presentam tamanha importancia
ecologica e econbmica devido a associacdo da maioria de suas espécies com
bactérias fixadoras de Nitrogénio, sendo as principais responsaveis pela entrada
do Nitrogénio nos ecossistemas terrestres. A Crotalaria pallida Aiton € uma
leguminosa pertencente a familia Fabaceae. Plantas da familia Leguminosae
sao muito conhecidas e vem sendo estudadas por diversas areas da saude para
comprovarem a agao de compostos isolados entre estes os alcaloides
pirrolizidinicos como antiinflamatérios, antibiéticos e até como veneno para
pragas. O Brasil possui uma grande e diversa flora e a ampla utilizagdo das
plantas como medicamentos pela populacéo justificam os estudos e o aumento
do interesse pela descoberta de novos compostos bioativos provenientes dos
vegetais. O presente trabalho visa descrever as classes de metabdlitos
secundarios das folhas, caule e flores de Crotalaria pallida a fim de colaborar
para o conhecimento quimico-farmacoldgico da espécie. A analise qualitativa
dos constituintes quimicos foi realizada por Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) e aidentificacdo das classes de metabdlitos secundarios, feita a partir de
testes fitoquimicos. A andlise por CCD sugeriu a presenca flavonoides e
cumarinas nos extratos etandlicos das folhas (EEF), caules (EEC) e flores
(EEFL) de C. pallida. A analise fitoquimica dos extratos permitiu identificar
leucoantocianidinas, diidroflavonois, heterosideos saponinicos, cumarinas e
esteroides livres em todos os extratos analisados. Quanto ao rendimento dos
extratos, o (EEF) apresentou maior rendimento com 52,54%, seguido pelo (EEC)
com um rendimento de 9,86% e (EEFL) com um rendimento de 4,75%.

Palavras- chave: Metabolitos Secundarios. Fabaceae. Cromatografia em

Camada Delgada.



ABSTRACT

Trees belonging to the Fabaceae family are of such ecological and economic
importance due to the association of most of their species with Nitrogen-fixing
bacteria, being the main responsible for the entry of Nitrogen into terrestrial
ecosystems. Crotalaria pallida Aiton is a legume belonging to the Fabaceae
family. Plants of the Leguminosae family are well known and have been studied
by several areas of health to prove the action of isolated compounds, including
pyrrolizidine alkaloids, as anti-inflammatories, antibiotics, and even as a poison
for pests. Brazil has a large and diverse flora and a wide use of plants as
medicines by the population, justifying the studies and the increased interest in
discovering new bioactive compounds originating from plants. The present work
aims to describe the classes of secondary metabolites of the leaves, stems, and
flowers of Crotalaria pallida to contribute to the chemical-pharmacological
knowledge of the species. The qualitative analysis of chemical constituents was
performed by Thin Layer Chromatography (TLC) and the identification of classes
of secondary metabolites, was made from phytochemical tests. A TLC analysis
suggested the presence of flavonoids and coumarins in the ethanolic extracts of
the leaves (EEF), stems (EEC), and flowers (EEFL) of C. pallida. The
phytochemical analysis of the extracts allowed the identification of
leucoanthocyanidins, dihydroflavonols, saponin heterosides, coumarins, and free
steroids in all analyzed extracts. As for the yield of extracts, (EEF) showed the
highest yield with 52.54%, followed by (EEC) with a yield of 9.86% and (EEFL)
with a yield of 4.75%.

Keywords: Secondary Metabolites. Fabaceae. Thin Layer Chromatography.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza, muitas vezes, o
anico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de
plantas no tratamento e na cura de enfermidades € tdo antigo quanto a espécie
humana. De acordo com RDC n. 14, publicada em 05 de abril de 2010, da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), planta medicinal é “espécie
vegetal, cultivada ou nao, utilizada com propédsitos terapéuticos”. Derivado
vegetal é o “produto da extragcdo de planta medicinal in natura ou da droga
vegetal, podendo ocorrer na forma de extrato, tintura, alcoolatura, 6leo fixo e
volatil, cera, exsudato e outros derivados”. A matéria-prima vegetal compreende
“a planta medicinal, a droga vegetal ou o derivado vegetal’. Sdo considerados
medicamentos fitoterapicos “os obtidos com emprego exclusivo de matérias-
primas ativas vegetais, cuja eficiacia e seguranca sdo validadas por meio de
levantamentos etnofarmacologicos, de utilizacao, documentacodes
tecnocientificas ou evidéncias clinicas” (ALMEIDA, 2011).

De acordo com as definicbes farmacotécnicas, considera-se
medicamento, todo produto farmacéutico empregado para modificar ou explorar
sistemas fisioldgicos ou estados patoldgicos, em beneficio da pessoa a quem se
administra, com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou de diagnostico (OMS,
2002). No Brasil, sdo consideradas cinco regibes com abundancia de espécies
medicinais: Floresta Amazobnica, Mata Atlantica, Pantanal Mato-grossense,
Cerrado e Caatinga. Algumas dessas regides possuem plantas medicinais
indicadas popularmente, das quais ainda ndo foram realizados estudos
qguimicos, farmacolégicos ou toxicoldgicos. (ALMEIDA, 2011)

A quimica de produtos naturais € a subarea mais antiga da quimica
organica. Tendo parte de seus aspectos formais estabelecidos ja nos tempos da
alquimia, diante do seu vasto histérico é natural que seja bem consolidada e
reconhecida. Com um desenvolvimento relativamente lento até os anos 1960,
experimentou seu primeiro apogeu com o advento das ferramentas de analise
espectroscopica. O desenvolvimento recente de técnicas hifenadas permitiu
obter um amplo conhecimento sobre o metabolismo secundario dos organismos
vivos (BERLINCK et al., 2017). O Brasil esta em uma posi¢cao vantajosa para a

ciéncia de produtos naturais por ser uma das superpoténcias de biodiversidade
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e tem contribuido com um grande numero de pesquisadores quimicos de
produtos naturais.

A familia Fabaceae inclui 795 géneros e quase 20.000 espécies, estando
entre as trés maiores familias de plantas (Lewis et al. 2005; LPWG 2017).
Atualmente a familia €& dividida em seis subfamilias Cercidoideae,
Caesalpinioideae, Papilionoideae, Detarioideae, Dialioideae, Duparquetioideae
(subfamilia monoespecifica africana ndo é representada no Brasil) (LPWG
2017).

Os metabdlitos secundéarios sdo compostos organicos produzidos pela
célula vegetal como derivacdo do metabolismo primario. Nao possuem funcéo
vital para a planta, mas garantem a sua sobrevivéncia, reproducao e dispersao,
por possuirem a capacidade de protecdo contra raios UV, atracdo de
polinizadores e dispersores de sementes, acdo contra herbivoros, comunicacao
entre plantas, bem como outras funcdes (OOTANI et al., 2013; WINK, 2013).

A fitoquimica € um estudo que possibilita detectar a existéncia dos
compostos de determinada planta e caracteriza-los. Assim, tratando-se de um
estudo bésico para a investigacdo de plantas medicinais, sendo importante para
orientar as etapas seguintes a serem realizadas na producéao de fitoterapicos ou
medicamentos de origem vegetal. A fitoquimica tem importancia no estudo dos
metabdlitos secundérios, pois tem a finalidade de elucidar, caracterizar a
estrutura quimica e avaliar as propriedades biologicas, além de registrar as
substancias provenientes das drogas vegetais (FILHO, 2010).

A fim de contribuir para as pesquisas relacionadas a Crotalaria pallida
Aiton, este trabalho teve como finalidade a investigacdo fitoquimica desta
espécie, contribuindo, dessa forma, para o conhecimento quimiotaxonémico da
mesma. Na literatura poucos sdo os trabalhos encontrados para a espécie,
sendo necessarios estudos que elucidem quais os componentes fitoquimicos
gque a mesma possui. Observa-se entdo, o quao importante € a quimica de
produtos naturais para o avanc¢o da ciéncia, agindo como um fator de potenciais
descobertas terapéuticas, que pode promover a recuperacao ou o tratamento de

doencas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A QUIMICA DE PRODUTOS NATURAIS (QPN) NO BRASIL

A quimica de produtos naturais € a subarea mais antiga da quimica
organica. Tendo parte de seus aspectos formais estabelecidos ja nos tempos da
alquimia, é natural que seja bem consolidada e reconhecida. Com um
desenvolvimento relativamente lento até os anos 1960, experimentou seu
primeiro apogeu com o advento das ferramentas de andalises espectroscopicas.
O desenvolvimento recente de técnicas hifenadas permitiu obter um amplo
conhecimento sobre o metabolismo secundério dos organismos Vivos.
(BERLINCK et al., 2017)

O Brasil se situa em posicdo privilegiada para a ciéncia de produtos
naturais, em decorréncia de ser um dos paises mega-biodiversos e ter
constituido um grande corpo de pesquisadores em Quimica de Produtos
Naturais (QPN). Ao longo dos anos, essas especiarias comecaram a ser
exploradas nos proéprios territorios e o Brasil, com seu vasto litoral e uma grande
area detentora de espléndida fauna e flora, foi um desses territérios explorados.
Com isso, através dessa exploracao e convivéncia do homem civilizado com os
nativos que foram descobertos quando chegaram em territrios brasileiros, as
diversas aplicacbes das espécies vegetais, de total conhecimento dos povos
indigenas puderam ser de certa forma compartilhada com os exploradores de
outros lugares do mundo. Essa convivéncia contribuiu significativamente para o
conhecimento de substancias que eram toxicas ou que tinham propriedades
medicinais (VIEGAS JR et al., 2006).

Pioneiro nos estudos da fitoquimica no pais, Otto Richard Gottlieb foi
responsavel por inlmeros avancos na quimica de produtos naturais, na pesquisa
de evolucdo botanica e na ecologia quimica. Contribuiu também para o
desenvolvimento de farmacos a partir de seu trabalho com as neolignanas.
(CAPARICA, 2012). Segundo Newman e Cragg (2016), a pesquisa na area de
produtos naturais bioativos ndo apenas permite identificar novos compostos
como também propde novas estruturas moleculares para serem utilizadas como

modelos para novos farmacos.
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2.2 CONSIDERACOES TAXONOMICAS

Diversas espécies podem ser facilmente confundidas em razéo de suas
semelhancas morfoldgicas. Diante disto, Moreira et al. (2014) destacam a
importancia da taxonomia vegetal, principalmente quando se trata da
identificacéo e classificacdo de plantas que sao utilizadas para fins terapéuticos
e medicinais. A Taxonomia ou Sistematica Vegetal é uma area da Botanica que
visa estabelecer uma imagem completa da grande diversidade de organismos,
através da organizacdo das plantas em um sistema filogenético, considerando
suas caracteristicas morfologicas internas e externas, suas relacdes genéticas e
suas afinidades. Compreende a identificacdo, a nomenclatura e a classificagéo
(Lawrence, 1956; Weberling & Schwantes 1986).

2.2.1 Familia Fabaceae

Leguminosae ou Fabaceae constitui uma das maiores familias de
angiospermas do mundo, distribuidas em todo o globo, sendo reconhecidos
cerca de 795 géneros e aproximadamente 20.000 espécies (LEWIS et al., 2005).
E considerada a terceira maior familia de angiospermas do planeta e a maior
familia botanica do Brasil, ocorrendo 2.826 espécies (1.524 endémicas)
agrupadas em 222 géneros, encontradas na maioria das regides e distribuidas
por quase todas as formacdes vegetacionais (LIMA 2000; BFG, 2015). Trabalhos
floristicos e taxonémicos que indicam as leguminosas como uma das familias
mais representativas em formacdes florestais (OLIVEIRA-FILHO et al., 1994;
RIBEIRO, 1998; LIMA, 2000). Apesar de ndo ser consenso entre autores,
Leguminosae é considerada como uma Unica familia, com seis subfamilias
Cercidoideae, Caesalpinioideae, Papilionoideae, Detarioideae, Dialioideae,
Duparquetioideae esta por sua vez € uma subfamilia monoespecifica africana
que nao é representada no Brasil (LPWG 2017).

Crotalaria constitui-se em um dos maiores géneros da familia
Leguminosae, com cerca de 690 espécies, distribuidas em regides tropicais e
subtropicais, principalmente no hemisfério sul, sendo mais rico na Africa e na
india (GARCIA et al., 2013).
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2.2.2 Género Crotalaria

O género Crotalaria L. (Leguminosae-Faboideae), segundo Polhill (1981)
e Lewis et al. (2005), esta inserido na tribo Crotalarieae (Benth.) Hutch., sendo o
anico, dentre os 11 géneros dessa tribo que apresenta representantes nativos
no Brasil (FLORES E MIOTTO 2005).

As espécies do género caracterizam-se por apresentar porte herbaceo ou
arbustivo; folhas digitado-trifolioladas, unifolioladas ou simples; flores com corola
predominantemente amarela; estames, monadelfos, formando um tubo aberto
por uma fenda, anteras dimorfas e legumes inflados. As espécies sdo
encontradas em diferentes condi¢cdes ambientais, como areas proximas a rios,
morros litoraneos, restingas, orlas de florestas, campos e cerrados. Além disso,
Sdo oportunistas e muito comuns como invasoras de culturas e de locais
alterados como, por exemplo, em margem de estradas e pastagens (FLORES &
MIOTTO 2005; LEWIS et al. 2005). Para o Brasil, os principais estudos
taxondmicos de Crotalaria foram os de Bentham (1859) que, baseando-se no
tipo foliar, citou 32 espécies reunidas em duas séries, Foliolatae e Simplicifoliae
sendo esta ultima, subdividida em dois grupos, um de espécies nativas e outro
de introduzidas (FLORES, 2004).

Diversos sdo 0s usos citados para suas espécies, como por exemplo,
adubo organico; forragem; no combate a nematoides de plantacbes; em
programas de revegetacao de areas contaminadas com substancias toxicas; na
producdo de fibras para confeccdo de papel; na medicina popular e com
aplicacdes farmacolégicas (BURKART 1952; POLHILL 1982; MORRIS 1997;
MEDA & FURLANI 2005; NARENDER et al. 2005; AHMED et al. 2006; SILVA et
al. 2007; GARRIDO et al. 2008; FELIPE et al. 2009; ROCHA et al. 2009).

2.2.3 Crotalaria pallida Aiton

Arbustos, com cerca de 1,80 m de altura. ramos pubescentes, sem alas
intermodais, estipulas filiformes, 1-2 mm, pilosas; folhas digitado-trifolioladas;
peciolo pubescente, 1,5-4,5 cm, frequentemente mais curtas que o foliolo

terminal; foliolos elipticos a obovados, base cuneada, apice emarginado-
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mucronulado, face abaxial pubérula a adaxial glabra; os terminais com 3,3-7,2 X
1,6-3,8 cm, peciolulos com 2,5-3 cm; os laterais com 2,2-5,8 x 1,1-3 cm,
peciolulos com 1,5-2 cm, racemos terminais, raramente axilares, curtos a longos,
4,8-37,5 cm, multifloros, flores distribuidas ao longo da raquis; pedunculo piloso,
2,3-10,5 cm; raquis pilosa, 2,5-27 cm; bracteas filiformes, 0,3-0,4 cm, caducas;
pedicelo ereto, 0,3-0,5cm, piloso; bractéolas filiformes, 0,1-0,2 cm, caducas,
inseridas na base do calice. Flores 1-1,2 cm; calice laciniado, 6-9 cm,
externamente piloso, internamente glabro; lacinias com um par superior conato
no 4pice e trés inferiores livres, pilosas, maiores que o tubo calicino; estandarte
ovado, 1,2-1,4 x 0,7-0,8 cm, com estrias avermelhadas, glabro, exceto na
unguicula, base com dois apéndices extensos até a unguicula, apice
emarginado; alas oblongas, 0,9-1 x 0,3-0,4 cm, com estrias avermelhadas,
curvas, glabras, exceto na unguicula, base unguiculada, apice arredondado;
pétalas da carena arredondadas, 1,2-1,4 cm, estrias avermelhadas, base
unguiculada, apice acuminado, pouco prolongado, reto; estames 1,3- 1,4 cm;
ovario pubérulo, pubescente na sutura ventral, 0,6-1 x 0,1-0,2 cm; estilete curvo,
0,7-0,8 cm, glabro, exceto em uma linha abaxial na porcao superior; estigma
capitado. Legumes péndulos, 3,5-4 x 0,5-0,7 cm, castanhos com manchas
marrons, pubérulos, pubescentes na sutura ventral, apice rostrado, curvo;
estipite piloso, 2,5-3,5 mm. Sementes castanhas a marrons, 0,2-0,3 x 0,3 cm
(QUEIROZ, 2012). Como apresenta a figura a seguir.

Figura 1- A espécie Crotalaria pallida Aiton

Fonte: Acervo pessoal, 2021.



18

No Brasil, a Cratolaria pallida, € conhecida como “xique-xique”, “guizo de

” “

cascavel’, “chocalho de cascavel’ e possui vagens secas que, quando tocadas
se assemelham ao som emitido pela cauda da cascavel (BOGHOSSIAN et al,
2007).

Acerca de sua distribuicdo geogréfica: nativa nos trépicos do Velho Mundo
(FLORES, 2004). No Brasil é encontrada no Amazonas, Bahia, Ceara, Piaui,
Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Para, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande
do Sul, Roraima, Santa Catarina e Sado Paulo, nos dominios fitogeograficos da
Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica e Pampas (FLORES, 2010).

Figura 2- Crotalaria pallida Aiton: (A) Exsicata da espécie;

(B) Flores; (C) caule; (D) folhas.

Fonte: (A) GARCIA et. al., (2013); (B) Autoria prépria, (2021).

2.3 METABOLISMO VEGETAL

Os seres vivos apresentam o organismo constituido de reagfes quimicas,
gue em conjunto compdem o0 metabolismo necessario para gerar e manter a
vida. Para o crescimento e desenvolvimento de um organismo é indispensavel o
metabolismo fisioldgico, ja que por meio deste ocorre a degradacéao e sintese de
compostos quimicos essenciais, denominados metabolitos (ALMEIDA, 2017).
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2.3.1 Metabdlitos primarios

O metabolismo primario desempenha funcdes essenciais para o
desenvolvimento celular e manutencédo da vida, sendo geral para todos os seres
vivos (animais e vegetais) (ALMEIDA, 2017). Em espécies vegetais, 0s
metabolitos primarios exercem fungbes essenciais para o desenvolvimento,
sobrevivéncia e reproducéo, tais como: fotossintese, respiracdo e absorcao de
nutrientes (SOUZA, 2013; ALMEIDA, 2017). As principais classes de moléculas
sintetizadas pelo metabolismo primario sdo: carboidratos, lipideos, proteinas e
nucleotideos (MOREIRA, 2015).

As espécies vegetais apresentam como diferencial o metabolismo
secundario, que possibilita a producdo, transformacdo e acumulacdo de
substancias que nao estao relacionadas diretamente com fungdes vitais (SILVA,
2014). Tais metabdlitos sdo provenientes do metabolismo primério (FIGURA 2,
p. 19). Por meio das rotas biossintéticas sdo sintetizados compostos organicos
gue possuem atividade biolégica, podendo ser utilizado na producédo de
medicamentos, aromatizantes e corantes (CUNHA et al., 2016; ALMEIDA, 2017).
Figura 3- Esquema das vias biossintéticas do metabolismo priméario e

secundario
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Fonte: Adaptado de Moreira (2015).
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2.3.2 Metabolitos secundéarios

Segundo Beegamaschi (2010), metabdlitos secundéarios eram
considerados apenas produtos do metabolismo ou residuos sem funcao
aparente. No decorrer de estudos, essas substancias passaram a ser
relacionadas a funcdes caracteristicas de cada espécie, como defesa contra
pestes e doencas, protecao ultravioleta, producéo de substancias atrativas de
polinizadores e dispersores, aromas e cores, tendo funcdo direta com o
crescimento e desenvolvimento (BEEGAMASCHI, 2010; MORAIS et al.; 2016;
SILVA, BIZERRA & FERNANDES, 2018).

Tais substancias possuem restricdo quanto a sua distribuicdo, sendo
caracteristica de uma dada espécie ou de um certo grupo de espécies, se
diferindo dos metabdlitos primarios, que sao encontrados amplamente no reino
vegetal (TAIZ e ZEIGER, 2013). A producao de metabdlitos secundarios por
uma espécie vegetal depende das condi¢cbes de crescimento, da fisiologia e do
impacto das condicbes ambientais nas vias metabdlicas associadas a
biossintese, sendo influenciados por fatores bidéticos e abidticos (ISAH, 2019).

Segundo Lépez (2006), as substancias produzidas pelo metabolismo
secundario estao especialmente relacionadas as propriedades terapéuticas das
plantas. Dentre as principais classes de metabdlitos secundarios destacam-se
compostos fendlicos, terpenos e alcaloides.

A classe dos compostos fendlicos inclui compostos com anéis aromaticos
e substituicdo de pelo menos um hidrogénio do ciclo por um grupo hidroxila,
sendo sintetizados pelas rotas metabdlicas do acido chiquimico e do &cido
mevalodnico (VIZZOTO, KROLOW e WEBER, 2010). Devido a grande quantidade
de substancias identificadas, ndo ha um consenso comum quanto a classificacéo
de tais compostos, podendo ser classificados por diferentes critérios: (1)
flavonoides e nao flavonoides; (2) quanto ao namero de anéis aromaticos; (3)
guanto ao esqueleto de carbono; (4) quanto a estrutura quimica basica
(SANTANA-GALVEZ e JACOBO VELAZQUES, 2018).

Os compostos fendlicos podem ser classificados segundo o tipo de
esqueleto principal (SIMOES et. al., 2007). Haja vista tais critérios de
classificacdo, os compostos fendlicos podem ser organizados em 20 classes

diferentes, onde algumas principais podem ser observadas no Quadro 1 (p. 21).



Quadro 1- Principais classes de compostos fendlicos
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N° de anéis | Esqueleto Classe Estrutura Quimica Basica
aromaticos Carbbnico
1 Cs Fenbis
Simples
2 Ce-C1 Acidos
Fendlicos
2 Cs-C2-Cs Estilbenos
2 C6-C3-Cs Flavonoides
3 ou mais (Ce-C3-Cé)n Taninos
Condensados

Fonte: Adaptado de Santana-Gélvez e Jacobo-Velazquez, (2018).

Segundo DEWICK (2009), os terpenoides constituem uma vasta classe

de metabolitos secundarios estruturalmente diversos. Sdo formados a partir da

condensacao de unidades de isopreno (Cs) ativadas, difosfato de isopentenila

(IPP) e difosfato de dimetilalila (DMAPP). Tais compostos sdo sintetizados pela

via biosintética do acido mevalonico e do metileritritol fosfato (SILVA, 2014).

Estruturalmente sdo divididos de acordo com o numero de unidades de

isoprenos, sendo classificados em monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
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triterpenos, tetraterpenos e politerpenos (TAIZ e ZEIGER, 2013), como se pode
observar na Tabela 1.

Tabela 1- Classificacao de terpenos segundo o niumero de unidades isoprénicas
e numeros de carbonos

Classe N° de unidades de N° de atomos de
iIsopreno carbono
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Triterpenos 6 30
Tetraterpenos 8 40
Politerpenos N N

Fonte: Autoria propria, (2022).

Os alcaloides sédo substancias organicas de baixo peso molecular, que
apresentam como caracteristicas cadeias ciclicas com atomos de nitrogénio.
Tais metabdlitos sdo derivados de aminoécidos alifaticos, podendo também
serem produzidos de bases nitrogenadas, como o caso da cafeina (SILVA,
2014). Essa classe de metabdlitos tem uma distribuicdo limitada entre os
organismos vivos, sendo encontrada, geralmente, em vegetais especificos, além
disso, os alcaloides sdo conhecidos por suas atividades relacionadas ao seu
acentuado efeito no sistema nervoso, sendo utilizado como medicamento,
veneno ou alucinégeno (VIZZOTO; KROLOW; WEBER, 2010). Algumas classes
de alcaloides possuem o0s aminoacidos ornitina, lisina, tirosina, histidina e
triptofano como precursores, na Tabela 2 e Figura 3 onde observam-se algumas
destas classes (DEWICK, 2009).

Tabela 2- Classes de alcaloides

Classes Aminoé&cidos precursores Exemplos
Tropéanicos Ornitina Cocaina
Quinolizidinicos Lisina Lupanina
Benzilisoquinolinicos Tirosina Papaverina
Imidazélicos Histidina Pilocarpina
Pirrolizidinicos Triptofano Fisostigmina

Fonte: Adaptado de Simdes et. al., (2007).



Figura 4- Exemplos de alcaloides
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS
O presente trabalho tem como objetivo identificar as classes de
metabdlitos secundérios presentes no extrato etandlico do caule, folha e flores
da espécie Crotalaria pallida Aiton.
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Coletar o material vegetal da espécie Crotalaria pallida Aiton;
e Registrar as exsicatas de Crotalaria pallida Aiton, no Herbario da
Universidade Federal do Delta do Parnaiba (UFDPar);
e Obter extratos etandlicos das folhas (EEF), caule (EEC) e flores (EEFL)
de Crotalaria pallida Aiton;
e Realizar testes fitoquimicos para as diferentes classes de metabdlitos

secundarios.
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4 METODOLOGIA
4.1 TIPO DE PESQUISA

O estudo realizado é classificado como uma pesquisa explicativa e
experimental, pois segundo Gil (2017) nas ciéncias naturais esse tipo de
pesquisa utiliza muitos métodos experimentais como forma de identificacdo dos
fatores que possam afetar ou contribuir na ocorréncia dos fenémenos, além de
explicar de forma empirica a razdo desses fendmenos aproximando o
conhecimento da realidade. A pesquisa experimental caracteriza-se por verificar
diferentes variaveis relacionadas com o objeto de estudo, além de definir as
formas de controle e de observacdo para analisar os efeitos que as variaveis
produzem no fato estudado (GIL, 2008).

4.2 COLETA DA ESPECIE

A espécie Crotalaria pallida Aiton foi coletada no municipio de Luis Correia
— PI (coordenadas 2°53'31.8"S 41°39'49.9"W), no dia 10 de julho de 2022. Para

a confirmacéo da espécie cientifica, uma exsicata da espécie foi depositada no

Herbério da Universidade Federal do Delta do Parnaiba (HDELTA) sob o nimero
de tombo 7236 (C. pallida Aiton).

Figura 5- Localizag&o da planta via satélite

Fonte:Google maps, 2022.
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4.3 PROCEDIMENTO DA PESQUISA

4.3.1 Preparacgao dos extratos

As folhas, flores e caules de C. pallida Aiton foram separados e secos a
temperatura ambiente, trituradas e submetidas a extragdo com etanol a
temperatura ambiente, de forma a obter o extrato etandlico das folhas, flores e
caules da espécie. Ap0s a extracdo, o solvente organico foi removido com auxilio
do evaporador rotativo modelo 801 da FISATOM, no Laboratério de Produtos
Naturais do Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e Tecnologia do Piaui —
Campus Parnaiba, e o rendimento dos extratos devidamente calculados de
acordo com a Equacgéo 1.

Equacéo 1- Rendimento dos Extratos

) massa do extrato
Rendimento (%) = - x 100
massa do material vegetal seco

4.3.2 Cromatografia em Camada Delgada

Os extratos etanolicos de C. pallida Aiton foram dissolvidos em metanol e
submetidos a cromatografia em camada delgada (CCD). Os eluentes éter
etilico/MeOH (9:1); hexano/AcOEt (8:2), CHCIs/MeOH (8:2) e éter
etilico/MeOH/H20 (65:30:05) foram utilizados como fase moével e as
cromatoplacas reveladas em luz UV (A 254 e 365 nm) e com sulfato cérico -
Ce(S04)2.

4.3.3 Testes fitoquimicos para metabdlitos secundarios
Os testes fitoquimicos foram desenvolvidos baseados segundo a

metodologia de Matos (2009) com adaptacdes.

4.3.3.1 Preparo das amostras (solucdes hidroalcoolicas)
Para o preparo dos extratos etandlicos- EEF, EEC e EEFL (0,25g) foram
dissolvidos em 50mL da mistura EtOH/H20 (8:2). Cada teste foi realizado para

cada extrato de acordo com as informagdes abaixo:
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4.3.3.2 Teste para fenois e taninos

Em um tubo de ensaio, contendo a solucdo hidroalcodlica do extrato,
foram adicionadas trés gotas de solucéo alcodlica de FeCls. Uma variacdo de
cor entre o0 azul e vermelho é indicativo da presenca de fendis, quando o teste
apresentar a cor branca é negativo. A formacédo de um precipitado escuro de
tonalidade azul indica a presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e

verde, a presenca de taninos flobaténicos (taninos condensados ou catéquicos).

4.3.3.3 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

O teste foi realizado em trés tubos de ensaio contendo a solucdo
hidroalcodlica do extrato, com controle do pH da solu¢do. Em um tubo de ensaio,
a solucdo foi acidificada com HCI (1 mol.Lt) a pH 3, no outro, alcalinizada como
NaOH (10%) a pH 8,5 e no terceiro, a solucéo foi alcalinizada com NaOH (10%)
a pH 11. Uma coloracdo vermelha em meio acido, indica a presenca de
antocianinas e antocianidinas ou de chalconas e auronas. Uma coloracao lilas
em meio alcalino a pH 8,5, indica a presenca de antocianinas e antocianidinas.
Uma coloracéo azul-purpura em meio alcalino a pH 11, indica a presenca de
antocianinas e antocianidinas. Neste meio, uma coloracdo amarela, indica a
presenca de flavonas, flavondis e xantonas. A pH 11, uma colorac@o vermelho-
purpura, indica a presenca de chalconas e auronas, enquanto a coloracdo

vermelho-laranja, indica a presenca de flavonois.

4.3.3.4 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavonas

Em dois tubos de ensaio contendo a solu¢do hidroalcodlica do extrato,
sendo o primeiro acidificado com HCI (1 mol.LY) até pH 1-3, o segundo,
alcalinizado com NaOH até pH 11. Os tubos foram aquecidos em banho-maria
durante 2-3 minutos. O aparecimento ou intensificagéo da cor indica a presenca
de constituintes especificados: Em meio acido, a cor vermelha indica a presenca
de leucoantocianidinas, a cor pardo-amarelada indica a presenca de catequinas
(taninos catéquicos); em meio alcalino, a cor vermelho-laranja indica a presenca

de flavononas.
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4.3.3.5 Teste para flavonois, flavononas, flavonois e xantonas

Em um tubo de ensaio contendo a solucéo hidroalcodlica do extrato, foi
adicionada uma fita de magnésio e 0,5 mL de HCI concentrado. Apds o término
da reacao, indicado pelo fim da efervescéncia, foi observada a coloragéo
resultante. O aparecimento ou intensificacdo da coloracdo vermelha é indicativo
da presenca de flavonois, flavanonas, flavanonois e/ou xantonas, livres ou seus

heterosideos.

4.3.3.6 Teste confirmatdério para leucoantocianidinas

A solucao hidroalcodlica do extrato (3 mL) foi colocada em banho-maria
até a completa evaporacao do solvente, em seguida, foram adicionados 5 mL de
alcool etilico e 3 gotas de HCI concentrado. A mistura foi transferida para um
tubo de ensaio e aquecida em banho-maria até a ebulicdo. Espera-se o possivel
desenvolvimento de coloracdo na amostra aquecida indicando a confirmacéo

desta classe de metabdlitos secundarios.

4.3.3.7 Teste confirmatério para diihidroflavonois — Teste de Pacheco

A solucéo hidroalcodlica (5 mL) dos extratos foi seca em banho-maria.
Alguns cristais de acetato de sédio sedo adicionados ao residuo seco, 0,5 mL de
anidrido acético e 0,5 mL de HCI concentrado. O possivel desenvolvimento de

coloracédo sera observado, apés a adicdo dos reagentes.

4.3.3.8 Teste para esteroides e triterpenos — (Lieberman-Buchard)

Foram adicionados 10 mL do extrato em um béquer até evaporacao do
solvente em banho-maria a 60°C, o residuo seco foi extraido com 2 mL de éter
etilico. A solucéo etilica foi filtrada, em seguida adicionados alguns cristais de
Na2SO4 anidro e 1 mL de anidrido acético, e submetido a agitacéo,
cuidadosamente. Apoés agitacdo, foram adicionadas trés gotas de HCI
concentrado, em seguida, suavemente agitado. O aparecimento da coloragéo
seguida de verde permanente € indicativo da presenca de esteroides livres. A

coloragdo parda ou vermelha é indicativa de triterpenoides pentaciclicos livres.
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4.3.3.9 Teste para heterosideos saponinicos

O residuo insoluvel em cloroférmio (teste anterior) foi redissolvido com 10
mL de agua destilada. A solucéo filtrada foi colocada em um tubo de ensaio,
apos agitacdo vigorosa, durante 3 minutos e foram feitas as observacfes com
relacdo a formacdo de espuma. A espuma persistente e abundante indica a

presenca de saponinas (heterosideos saponinicos).

4.3.3.10 Teste para alcaloides

O solvente do extrato hidroalcodlico (20 mL) foi evaporado em banho-
maria a 70°C. O residuo seco foi redissolvido em 1 mL de alcool etilico e
acrescidos 20 mL de &cido cloridrico (0,1 mol.L?). 1 mL dessa solucdo foi
dissolvida com HCI e transferido para um tubo de ensaio, onde foram
adicionadas 2 gotas do reagente de Dragendorff (tetraiodeto bismuto de
potassio) e feitas as observagdes quanto a formacao de precipitado ou turvacdo
das amostras, a formacao de precipitado indica a presenca de alcaloides na
forma de sal.

4.3.3.11 Teste para alcaloides e cumarinas

Estes testes seguiram a metodologia adaptada de Kloss et al., (2016),
onde primeiramente para o ensaio de alcaloides, foi preparado o reagente de
Wagner, com a metodologia de DiVerdi (2019), na qual foram dissolvidos 2 g de
iodo ressublimado e 6g de iodeto de potassio em 100 mL de agua destilada.

Para realizar o ensaio, foram utilizados 2,0 mL da solucao hidroalcéolica
do extrato etandlico, sendo adicionados 2,0 mL de &cido cloridrico (10%), e
posterior aquecimento durante 10 minutos. Apos o resfriamento, o extrato foi
dividido em dois tubos de ensaios e colocaram-se oito gotas, utilizando pipeta de
Pasteur, dos seguintes reativos:

Tubo 1 - Reativo de Dragendorff: o precipitado vermelho indica a presenca
de alcaloides;

Tubo 2 - Reativo de Wagner: o.precipitado alaranjado indica a presenca
de alcaloides.

Para o ensaio de deteccdo de cumarinas, em um béquer foram
adicionados 2,00 mL da solucéao hidroacoolica, sendo o béquer vedado com

papel de filtro impregnado em soluc¢éo 10% de NaOH e submetido & aquecimento
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em banho maria a 100°C por 10 minutos. O papel filtro foi removido e observado
sob luz ultravioleta nos comprimentos de onda de 254 e 365 nm. A fluorescéncia

amarela ou verde indica a presenca de cumarinas.

4.4 TRATAMENTO DOS DADOS

Como a analise fitoquimica é baseada apenas em observacdes de
descoloracao, precipitacao, formacédo de espuma e absorcao de UV, todos os
resultados serdo tratados como qualitativos. Portanto, para aqueles
considerados positivos, os dados sao tratados com o sinal (+), cujas variacfes
podem ocorrer duas (++) ou trés (+++) sinais, dependendo da intensidade do
resultado obtido. Os resultados negativos serdo tratados com um sinal (-).
Todos os dados obtidos dos testes fitoquimicos serdo organizados em uma

tabela com a finalidade de facilitar a discussdo dos resultados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RENDIMENTO DOS EXTRATOS

As massas do caule, flores e folhas de C. pallida Aiton com os respectivos
rendimentos dos extratos EEC, EEFL e EEF foram obtidas como demonstra o
Quadro 2.

Quadro 2- Rendimento dos extratos obtidos de C. pallida Aiton

EEF EEC EEFL
Massa do material 103,469 100,57¢g 104,22¢g
vegetal seco
Massa do extrato 54,369 9,929 4,969
etanolico
Rendimento 52,54% 9,86% 4,75%

Fonte: Autoria propria, 2022.

Analisando o Quadro 2, percebe-se grande diferenca quando se
compara o rendimento das folhas em relagcdo aos rendimentos dos caule e
flores com uma diferenca de 42,6% e 47,7% respectivamente entre 0S mesmos.
Essa diferenca pode estar associada a inUmeros fatores, no entanto o que
explica essa diferenca no rendimento € o fato da presenca da clorofila nas folhas.
Alem disso, a extracdo pode ser realizada por diferentes processos, métodos,
solventes e tempo de extracdo dependendo da espécie, acarretando assim em
diferencas no rendimento (FRANZEN et al., 2018).

O etanol (EtOH) foi escolhido como solvente devido algumas de suas
caracteristicas, como a presenca de baixa toxicidade, também por ser obtido
por meio de fontes renovaveis e por ter uma grande produtividade no pais. Em
virtude de ser uma molécula de carater anfifilico, o etanol consegue extrair tanto
compostos polares quanto os compostos de média polaridade e mais apolares,
resultando em extrac6es com taxas de perdas minimas (TANAMATI et al., 2010;
OLIVEIRA et al., 2016).

A clorofila € um pigmento de coloracédo verde que pode ser facilmente
extraida das folhas em presenca de um solvente com caracteristicas polares

(ROCHA; ROYO, 2016). Mesmo que as folhas apds a secagem tenham perdido
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de forma consideravel sua coloragao verde intenso, ou seja, a sua clorofila, ainda
pode-se observar a presenca desta coloracdo verde apos a extracao, podendo
ser indicativo da presenca de clorofila que por sua vez possa ser um dos motivos
pelo qual o extrato EEF apresentou maior rendimento.

5.3 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) é um método répido,
eficiente, de baixo custo e largamente empregado na Quimica de Produtos
Naturais. (JULIAO et al., 2003). Na CCD, a fase estaciondria é suportada sobre
uma placa plana e a fase mével desloca-se sobre a fase estacionéaria por acéo
da capilaridade (SKOOG et al., 2010). O ambiente precisa ser hermeticamente
fechado e saturado com vapores da fase mével (OLIVEIRA et al., 2010).

Esta técnica foi utilizada de forma preliminar para analise a respeito do
perfil fitoquimico de cada extrato. Onde apds a eluicdo da cromatoplaca, a
mesma foi submetida a exposi¢cdo de luz UV nos comprimentos de onda de
254 e 365 nm. Nas placas CCD, mostradas na Figura 5, os extratos EEF, EEC
e EEFL foram aplicados da esquerda para a direita, respectivamente.

Figura 6- Perfil cromatografico, em CHCls/meOH (8:2) do EEF,
EEC e EEFL. A) CCD revelagao com UV (A 365nm); B) CCD com
revelador Ce(SQOa)2

Fonte: Acervo pessoal, 2022.
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Ao fazer uma andlise das placas (FIGURA 6-A) pode-se observar
fluorescéncia azul, amarela e vermelho-alaranjado no EEF, o EEC apresentou
fluorescéncia azul claro, rosa e vermelho-alaranjado e no EEFL, azul e vermelho
alaranjado.

Segundo Soares (2010), a coloracédo laranja refere-se a flavonoides,
enguanto para Silva (2021) dependendo da estrutura do flavonoide, ele também
pode apresentar as fluorescéncias amarelo, azul ou verde quando irradiado por
luz UV em 365 nm. Confirmando as afirmativas, segundo Wagner e Bladt (1996)
0 aparecimento da cor azul-fluorescente pode ser caracteristica da presenca de
cumarinas.

Chaves (1997), utilizando o mesmo eluente e revelador quimico, ocorre o
surgimento de manchas rosadas e segundo o mesmo, pode ser indicativo da

presenca de compostos de natureza terpénica.

5.4 TESTES FITOQUIMICOS PARA METABOLITOS SECUNDARIOS

O desenvolvimento dos testes fitoquimicos realizados a partir da solucao
hidroalcodlica dos extratos das folhas, caule e flores de C. pallida Aiton, para
diferentes classes de metabdlitos secundarios deu-se por meio da metodologia
adaptada de Matos (2009). Durante as analises fitoquimicas, foram observadas
a presenca de leucoantocianidinas, diidroflavonois, heterosideos saponinicos,
cumarinas e esteroides livres em todos os extratos analisados. As flavonas foram
identificadas somente no EEC e os triterpenos pentacilicos, somente no EEF.Os
taninos flobaténicos foram evidenciado tanto no EEF quanto no EEC, ja os
alcaloides foram identificados tanto no EEF quanto no EEFL. O Quadro 3 (p. 34)

mostra os resultados obtidos com a realizacdo dos testes fitoquimicos.



Quadro 3- Classes de constituintes quimicos identificados nos extratos EEF, EEC e EEFL de C.

pallida Aiton.
METABOLITOS
Fenois

Taninos condensados

Taninos flaboténicos

Catequinas

Leucoantocianidinas

Flavononas

Flavonois, flavononas,
flavonois e xantonas

Antocianinas,
antocianidinas e
flavonoides

Xantonas
Flavonois

Diidroflavonois

Triterpenos
pentaciclicos livres

Heterosideos
saponinicos

Alcaloides

Cumarinas

Esteroides livres

EEF

+++

+++

+++

++

+++

+++

RESULTADO
*ND
ND

*ppt verde

ND

intensificacdo
na cor verde

ND

ND

ND

ND
ND
intensificacdo
da cor
Verde

espuma

ppt laranja

Verde

verde intenso

ND* - N&o idenfificado; ppt — precipitado.
Fonte: Autoria propria, (2022).

EEC

+++

+++

+++

+++

++

+++

+++

RESULTADO
ND
ND

intensificacdo
na cor + ppt
verde

ND

avermelhado

vermelho

vermelho

ND

ND
ND

intensificacéo
da cor

ND

Espuma

ND

amarelo
fluorescente

transicéo do
azul p/ verde
intenso

EEFL

+++

+++

+++

++

+++

34

RESULTADO
ND
ND

ND

ND

avermelhado

ND

ND

ND

ND
ND

intensificacdo
da cor

ND

espuma

ppt laranja

verde

transicdo do
azul p/ verde
intenso
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5.4.1 Taninos

Taninos sao metabdlitos secundarios provenientes da classe de
compostos fendlicos. Além disso, os taninos possuem efeitos antibacterianos
(SRISOD et al., 2018). De acordo com Simdes (2003), a atividade antimicrobiana
apresentada por algumas plantas estd diretamente relacionadaa presenca
deste metabdlito, possuindo também carater bactericida. Os taninos podem ser
divididos em dois grupos: taninos hidrolisaveis ou condensados. Os hidrolisaveis
consistem de ésteres de acidos gélicos e &cidos elagicos glicosilados, formados
a partir do chiquimato (HELDT, 1997), onde os grupos hidroxila do aglcar séo

esterificados com os acidos fendlicos (VICKERY et al., 1981).

Figura 7 - Formula estrutural de um tanino hidrolisavel e um tanino condensado

Q O

- - o ) )
““\T P /\_“/'\ — NS n
|

\
e 4} S
WO N Ox A" “-B.;/ Y = oH
0

O# | 0
N
N yd W
o™ ="on G0
ol HO \| 1
Formula de um tanino Formula de um tanino
hidrolisavel condensado

Fonte: Adaptado de Silva (2018)

Na literatura algumas existem registros da presenca desta classe de
metabdlitos secundarios em algumas plantas do género Crotalaria. A presenca
de taninos nos extratos EEF e EEC foi observada através da formagdo de um
corpo de fundo de coloracdo verde (FIGURA 8-A e 7-B, pagina 36),
caracteristico da presenca de taninos flobaténicos (taninos condensados ou

catéquicos).
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Figura 8 - Resultado qualitativo para o teste de fenois e taninos. A)
EEF indicando a presenca de um precipitado de cor verde; B) EEC

indicando a intensificacdo na cor e a presencga de um precipitado

de cor verde

ranco

branco
A B

Fonte: Acervo pessoal (2022).

Esse método de identificacdo de taninos, é baseado na reducéo de Fe®*,
gue determina o poder redutor. Compostos fendlicos, tais como os taninos, tém
a capacidade de reduzir o Fe®**, formando um complexo colorido resultante do
Fe?*.(TEIXEIRA, RODRIGUES, SANTOS, 2016). Isso ocorre devido algumas
hidroxilas dos grupos fendlicos se localizarem na posicéo orto, o que favorece a
ligacdo com metais (MARCHINI, 2015). A reacdo pode ser esquematizada de
acordo com a Figura 9 (pagina 37), (OLEGARIO et al., 2019; WANG, FANG E
MALLAVARAPU, 2015).
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Figura 9- Complexacao do ferro na caracterizacao de um tanino condensado

HO,
6 +2Fe¥* —»
OH

OH

Fonte: Adaptado de Saif, Tahir e Chen, (2016).

Os taninos sao substancias produzidas, principalmente, pelas forrageiras
tropicais com o objetivo de proteger a planta contra o ataque de bactérias,
fungos, virus e também de herbivoros (seus predadores), ou em resposta a

limitagcdes no crescimento das plantas (Giner-Chaves, 1996).
5.4.2 Leucoantocianidinas

Dornas et al. (2010) descreve que as flavanas, leucoantocianidinas e
proantocianidinas séo flavonoides com eficacia comprovada na eliminacao de
radicais livres e inibidores de danos oxidativos. Assim a classe das
leucoantocianidinas pertence a familia dos polifenois naturais pertencentes a
classe dos bioflavonoides, cuja acdo antioxidante hidrossollvel chega a ser
superior a da Vitamina E (FERNANDES et al., 2012).

No teste confirmatorio para leucoantocianidinas (4.3.3.6), 0 mesmo
sugere resultado positivo quando ocorre o desenvolvimento de coloragao. Para
EEC e EEFL pode ser observado o desenvolvimento da coloracdo levemente
avermelhada. Para o EEF pode-se observar a intensificacdo na cor do extrato,
conforme representa a Figura 10 (pagina 38).
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Figura 10- Resultado do teste confirmatério para
leucoantocianidinas do EEC (A), EEF (B) e EEFL(C)

branco

Fonte: Acervo pessoal, (2022).

Segundo Matos (2009), a presenca de leucoantocianidinas é indicada
pelo desenvolvimento de coloragédo vermelha em pH 3, apds aquecimento. Pode-
se observar a coloracdo vermelha tanto no EEC quanto no EEFL. Em meio
extremamente acido (pH entre 1-2), as antocianidinas apresentam coloragao
intensamente avermelhada devido ao predominio da forma do cétion flavilico
(TERCI, ROSSI, 2002). O mecanismo da reacdo consiste na desidrogenacéo do
C2 e a desidratacdo dos C3 e C4, devido a antocianidinas serem moléculas
instaveis, podendo ocorrer a glicosilacdo do grupo hidroxila do carbono C3,
dando origem a antocianidina-3-glicosideo. O desenvolvimento da coloracéo é
devido ao ion flavilico, que € colorido (NAKAJIMA et al., 2001). Como apresenta

a figura 11 (pagina 39).
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Figura 11- Formacéao do cation flavilico
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Fonte: Adaptado de Nakajima et al., (2001).

5.4.3 Flavonois, flavononas, flavononois e xantonas

Flavanonas e flavonois séo tipos de flavonoides encontrados em flores.
Os flavonoides, por sua vez, fazem parte de um grupo particular de metabdlitos
secundarios, os compostos fenodlicos. As flavonas e os flavonois séo protetores
quimicos que absorvem luz em comprimentos de onda mais curtos do que
agueles visiveis ao olho humano, protegendo as células vegetais dos danos
causados pela fotoxidacao (FERREIRA et al., 2008).

Xantonas sdo uma classe de compostos heterociclicos que contém
oxigénio, e apresentam uma coloracdo amarela e todos eles tém dibenzo-y-
pirona como a base esqueleto como mostra a figura 12. Apresentam importantes
atividades sobre o sistema cardiovascular.

Figura 12- Representacédo do esqueleto base das

xantonas

Fonte: Diniz, 2014.
No teste 4.3.3.5, ao serem acidificados e colocados em contato com a fita
de magneésio tanto os flavonois, flavononas, flavonois e/ou xantonas apresentam
a coloracdo vermelha. O EEC foi o Unico que apresentou a presenca destes

constituintes livres ou seus heterosideos, como representa a Figura 13 (p. 40).
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Figura 13- Resultado colorimétrico evidenciando a
presenca de flavonois, flavononas, flavonois e/ou
xantonas no EEC.

Fonte: Acervo pessoal, (2022).

7

Krepsky (2013) aborda que o ocorrido nesta reacdo € uma reacao

chamada de reagéo de Shinoda ou da cianidina. Onde essa reagao promove a
redugéo dos compostos flavonicos derivados provocando o desenvolvimento de
uma cor dependente das estruturas quimicas. As flavanonas podem atuar como
algumas propriedades que causam beneficios a salde como atividade
antioxidante,  hipolipidemicas, antihipertensivas, antiinflamatérias e
antidiabéticas. (SILVEIRA, 2014).

Uma vez que a mistura adquire a coloracdo vermelha significa que existe
a presenca de flavonoides no composto, pois para que haja a mudanca de cor €
necessario que contenham alguns compostos de benzopirona na estrutura
quimica, tais como, os flavonois, flavononas e as flavonas. A figura 14 (pagina
41) representa a estrutura quimica do flavonoide apos a reagdo com o Mg e 0
HCI (VARGAS et al., 2005).
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Figura 14- Estrutura quimica de um flavonoide apds a reacdo com HCI e Mg.
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Fonte: Vargas, 2005.

5.4.4 Diidroflavonois

Também conhecidos como flavanonois, os diidroflavonois possuem um
anel C saturado carbonilado no C4, estes se diferenciam das flavanonas devido
a presenca de uma hidroxila na posicao C3, e assim, proporciona uma melhor
atividade antioxidante. Ademais, sao intermediarios importantes na formacao de
flavonois e antocianinas (BRASOVEANU, 2018).

Figura 15- Estrutura de um diidroflavonol
OH

OH (0]

Fonte: Marcucci, 1995.

No teste (4.3.3.7), também conhecido como Ensaio de Pacheco ou Teste
de Pacheco, foi possivel observar o desenvolvimento da coloracdo nos trés
extratos (EEF, EEC e EEFL). A metodologia de Matos (2009) ndo especifica a
coloracdo esperada com a realizacdo do teste, apenas relata um possivel
desenvolvimento de cor & amostra. Dessa forma, foi considerado um resultado
positivo para 0 mesmo. No entanto, autores como Oliveira (2015), Machado et
al., (2011) e Ocampos (2013), abordam que a confirmacéo da presenca de
diidroflavonois é positiva com a mudanca de coloracdo para roxo. O qual esta

relacionado com o numero de hidroxilas no nicleo flavbnico. Dessa forma o teste
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para diidroflavonois nos extratos de C. pallida Aiton foram considerados como
nao definido (ND).

Figura 16- Resultado do teste confirmatério para diidroflavonois (Ensaio de
Pacheco). A) EEF; B) EEC; C) EEFL.

branco

" g

Fonte: Acervo pessoal, (2022).

5.4.5 Esteroides Livres

Esteroides séo triterpenoides modificados, que possuem um sistema
tetraciclico de lanosterol. O colesterol € um representante fundamental para essa
classe de metabdlitos secundarios (DEWICK, 2009). A Figura 17 representa a
férmula estrutural de um esteroide bastante comum nos vegetais, 0
estigmasterol, caracteristicamente, derivado de lanosterol, com hidroxila na
posicado 33, ligagdo dupla entre C-5 e C-6 e uma segunda ligacdo dupla com

configuracéo trans entre C-22 e C-23.

Figura 17- Formula estrutural do esteroide estigmasterol

Fonte: Adaptado de Dewick (2009).

O teste (4.3.3.8) para a identificacdo de esteroides livres, também
conhecido como Lieberman-Burchard. Onde a transicdo da coloracéo de azul
para verde permanente ap0s o0s extratos serem acidificados, indica a presenca

de esteroides livres.
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A reacao de Liebermann-Burchard consiste no tratamento da amostra
com anidrido acético em presenca de acido acético e algumas gotas de acido
sulfarico. Assim, ocorre a desidratacdo seguida de desidrogenacgdo do sistema
de anéis do ciclopentanoperidrofenantreno dando formagdo a um esterdide
aromatico que é evidenciado pelo aparecimento de uma coloracdo azul
esverdeada (Xiong et al., 2007; FERREIRA, 2016). A Figura 18 mostra o
mecanismo da reacao que ocorre no presente teste.

Figura 18- Mecanismo da reacéo de Lieberman- Burchard
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Fonte: XIONG; WILSON; PANG, 2007
Em plantas, os esteroides sdo encontrados na composi¢do quimica das
membranas, compreendendo os chamados fitoesteroides, equivalente ao
colesterol nos mamiferos. Os fitoesteroides sdo geralmente relacionados a agédo
hipocolesterolémica, no entanto esta classe também apresenta atividades

antiaterogénica, anti-inflamatoria, anticonceptiva e antidiabética. (CASTRO,
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2018, FUJIWARA, 2012). A representacao da transicdo de coloracdo como

proposta na metodologia € apresentada na figura 19 .

Figura 19- Resultado do teste confirmatorio para esteroides livres (Lieberman-
Burchard). A) EEF; B) EEC; C) EEFL.

Fonte: Acervo pessoal, (2022)

5.4.6 Heterosideos saponinicos

Saponinas sao glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos, e
apresentam carater anfifilico capazes de apresentar acdo detergente e
emulsificante (FIGURA 20). Em plantas, estdo relacionadas aos sistemas de
defesa, atuando nos tecidos de maior vulnerabilidade a ataques fungicos,
bacterianos e predatrérios de insetos. Tais atividades estdo relacionadas a sua
interacdo com esterois de membrana, assim sendo indicadas como fitoprotetoras
(CASTEJON, 2011; FERNANDES et. al., 2019).

Figura 20- Férmula estrutural de uma saponina triterpénica
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Fonte: Adaptado de Silva (2018).
No teste para heterosideos saponinicos, foi possivel observar a formacéo

de espuma em EEC, EEF e EEFL (FIGURA 21, pagina 45), esse efeito
espumante evidencia a presenca de heterosideos saponinicos.
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Figura 21- Resultado do teste para heterosideos saponinicos. A)
EEF; B) EEC; C) EEFL

Fonte: Acervo pessoal, (2022).

Simdes et. al., (2007) e Ribeiro (2012) citam que o efeito espumante é
decorrente da estrutura das saponinas, que possuem caracteristica lipofilica
(triterpenos e esteroides) e outra parte hidrofilica (acucares), o que possibilita o
carater anfifilico, permitindo que essa classe de metabdlitos secundérios reduza
a tensao superficial da agua.

5.4.7 Alcaloides

Como j& mencionado no item 2.3.2 deste trabalho, alcaloides sédo
compostos ciclicos com no minimo um nitrogénio na cadeia (FIGURA 4, pag.
23). Apresentam sabor amargo e quase todos apresentam carater alcalino. Em
plantas, agem contra a protecdo de insetos, fungos e bactérias. No organismo
humano, por sua interacdo com neurotransmissores, podem atuar como
depressores ou estimulantes do sistema nervoso central (VIZZOTO; KROLOW,;
WEBER, 2010; DEWICK, 2009; BARRETO, 2018).

No ensaio para a verificacdo destes compostos (4.3.3.11), utilizando o
reagente de Dragendorff, pode-se observar teste positivo para EEF, EEC e EEFL
com a formacdo de um precipitado de cor escura, assim como proposto na
metodologia de Matos (2009) e observado na Figura 22 (pagina 46).
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Figura 22- Identificacao de alcaloides. A)JEEF B)EEC C) EEFL

Fonte: Acervo pessoal, (2022)

Ferreira (2016) aborda que em condic¢des acidas, as aminas terciarias que
estédo presentes nos alcaloides encontram-se protonadas e a adi¢édo do reagente
de Dragendorff acarreta na formacdo de um precipitado corado, entre [Bila]
(iodeto de bismuto) e o radical amina [HNRs]* (FIGURA 23). Uma reagéo
bastante semelhante ocorre com o reagente de Wagner a partir do tri-iodeto de
potassio (Kls).

Figura 23- Reacdo de precipitacdo de alcaloides com os reagentes: (1)
Dragendorff; (2) Wagner.

4
R R
R:—N—H + [Bih :Ie —_— REEIN—BHd + H
[G__A |
Ra Ra
(1)
: "
Ro—N—H + [Kls ]@ E— RE_@N—KIJ + H
Y |
RS RS
(2)

Fonte: Adaptado de Souza e Silva (2019).
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5.4.8 Cumarinas

As cumarinas sao heterociclos organicos amplamente estudados e
caracterizados como 1,2 benzopirona. Estruturalmente, consistem em um anel
pirano fundido a benzeno com a carbonila da pirona na posicéo 2 (Figura 24) e
sao também denominadas como 2H-cromen-2-onas (KOSTOVA, 2006).

Figura 24- Férmula estrutural basica de cumarinas

X

(0] O

Fonte: Adaptado de KOSTOVA (2006).

No teste para identificacdo de cumarinas (4.3.3.11), foi possivel observar
teste positivo para todos os extratos EEF, EEC e EEFL. O aparecimento de
manchas verdes- fluorescentes em 254 e 365nm indicam a presenca dessa

classe (FIGURA 25).

Figura 25- Evidéncia de cumarinas a partir da fluorescéncia verde em UV
A 254 nm e A365 nm. A) EEF; B) EEC; C) EEFL

UV A 365 nm UV A 365 nm UVaA365 nm
B C

UV A 254 nm

LV A 254 nm

Fonte: Acervo pessoal, (2022)

A fluorescencia observada é decorrente da abertura do anel lactdnico em
meio basico, formando o &cido cis-O-hidroxicinamico, este por sua vez, quando

exposto a radiacdo UV d& origem ao seu isodmero trans que apresenta
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fluorescéncia (SOUSA, 2019; KUSTER, ROCHA 2007). A reacdo a seguir,

permitiu a visualizacdo das cumarinas em A 254 e 365nm (FIGURA 26).

Figura 26- Reacdo de formacao e isomerizacao do acido cis-O-hidroxicinamico

-
- Luz UV
Sal. /
7 Alcoolica # COOH

CUMARINA Acido cis-O-hidroxicindmico

Fonte: Adaptado de Sousa (2019)

As cumarinas, sdo uma classe de metabdlitos secundarios que séo
frequentemente relacionadas a diversas atividades biolégicas, como atividade
antimicrobiana, anti-inflamatoria, antiviral, antiespasmaddica, anticoagulante,
broncodilatadora, antioxidante e antitumoral (COUTINHO; GONCALVES;
MARCUCI, 2020).

Os resultados citados acima corroboram com alguns estudos presentes
na literatura quando estudados sobre o Género da espécie, diante disso vale
ressaltar a presenca de metabdlitos secundarios como leucoantocianidinas,
cumarinas, diidroflavonois e esteroides livres em abundancia e presente em
todos os extratos da espécie. Este € o primeiro estudo do perfil fitoquimico de
Crotalaria pallida Aiton na regido nordeste, o que contribui para as pesquisas

quimiotaxondmicas da espécie.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com relacdo ao rendimento das extragfes, o EEF (Extrato Etandlico das
Folhas) apresentou o maior rendimento (52,54%), seguido do EEC (Extrato
Etanolico dos Caules) com rendimento de 9,86% e EEFL (extrato etandlico para
as flores) com rendimento de 4,75%.

A analise por CCD dos extratos EEF e EEC sugeriu a presenca de
flavonoides e cumarinas. Os testes fitoquimicos indicaram a presenca de
leucoantocinidinas, diidroflavonois, heterosideos saponinicos, cumarinas e
esteroides livres no EEF, EEC e EEFL. As flavonas foram identificadas somente
no EEC e os triterpenos pentacilicos, somente no EEF. Os taninos flobaténicos
foram evidenciados tanto no EEF quanto no EEC, ja os alcaloides foram
identificados tanto no EEF quanto no EEFL.

Portanto, este trabalho contribui para o enriqguecimento dos estudos
qguimiotaxondmicos de C. pallida e, sobretudo, sugere a investigacdo do
potencial farmacoldgico da espécie em questdo, que pode ser atribuido a
presenca de metabdlitos secundarios bioativos como os identificados

gualitativamente neste trabalho.
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