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Resumo: Pterodon emarginatus Vogel (Leguminosae), conhecida popularmente como sucupira branca ou
faveiro € uma arvore aromatica nativa que mede de 5-10 metros de altura, facilmente encontrada na regiao
do cerrado brasileiro. E utilizada na medicina tradicional para o tratamento de reumatismo e disfuncées
respiratdrias, assim como por suas propriedades analgésicas, depurativa e tonicas. Os objetivos deste
trabalho foram realizar uma triagem fitoquimica, determinar os teores de cinzas totais e umidade, assim
como caracterizar citogeneticamente as sementes de P. emarginatus. As sementes foram devidamente
trituradas e utilizadas para a realizacdo de diversas reacdes para a pesquisa de classes quimicas do
metabolismo secundario. O 6leo essencial e as fracdes foram obtidos utilizando aparelho de Clevenger e
Soxhlet, respectivamente. Os teores de cinzas totais e umidade para as sementes de P. emarginatus foram,
respectivamente, de 0,64% e 3,09%. Detectou-se nas sementes a presenca de flavondides, cumarinas,
saponinas, triterpenos/esterdides e 6leo essencial. A analise citogenética das sementes demonstrou o
namero cromossdémico de 2n=16. Em conjunto, os resultados obtidos podem auxiliam na correta
identificacdo das espécies de sucupira branca, assim como caracteriza as diferentes classes de
constituintes quimicos presentes nas sementes de P. emarginatus, podendo estes no futuro ser utilizados
para o desenvolvimento de novos farmacos e/ou como fonte de matérias primas farmacéuticas.
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1 INTRODUCAO

A familia Leguminosae consiste de aproximadamente 650 géneros e 18.000
espécies (JUDD et al., 1999). O género Pterodon compreende quatro espécies nativas do
Brasil: Pterodon abruptus Benth, Pterodon apparicioi Pedersoli, Pterodon emarginatus
Vogel, Pterodon pubescens Benth e Pterodon polygalaeflorus Benth (CARVALHO, 2004).

Pterodon emarginatus Vogel conhecida popularmente como sucupira-branca
ou faveiro é uma espécie nativa distribuida por toda regido central do Brasil (Goias, Minas
Gerais, Bahia e S&o Paulo). As sementes sdo comercializadas em mercados populares
por suas propriedades farmacoldgicas, tais como, depurativa e tdnica (ARRIAGA et al.,
2000). Além disso, crescentes estudos tém demonstrado diferentes atividades
farmacoldgicas para a espécie P. emarginatus as quais podemos citar. propriedades
cicatrizantes (DUTRA et al.,, 2009c), antimicrobiana e leishmanicida (DUTRA et al.,
2009a), antiulcerogénica e antiinflamatéria (DUTRA et al., 2009b) e analgésica (DUTRA et
al., 2008). Mais recentemente, um interessante trabalho demonstrou que o extrato oleoso
obtido das sementes de P. pubescens Benth apresentou significativa atividade
antinociceptiva em modelos de dor aguda e crbénica (NUCCI et al., 2012). Estudos
fitoquimicos do género Pterodon tem demonstrado a presencga de alcaldides nas cascas
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das arvores (TORRENEGRA et al., 1989), isoflavonas e alguns triterpenos na madeira
(MARQUES et al., 1998), diterpenos e isoflavonas no 6leo das sementes (ARRIAGA et
al., 2000; SANTOS et al., 2010; SPINDOLA et al., 2011). O diterpeno 14,15-
epoxigeranilgeraniol e alguns derivados isolados de P. pubenscens tém sido associado
com uma atividade protetora contra a penetracdo de cercérias de Schistosoma mansoni,
principal vetor da esquistossomose (DOS SANTOS FILHO et al., 1972).

No entanto, recentemente alguns autores sugerem que as espécies Pterodon
emarginatus Vogel, Pterodon pubescens Benth e Pterodon polygalaeflorus Benth seriam
uma mesma espécie, porém poucos estudos abordam esta problematica. Além disso,
estes representantes sdo comumente confundidos na medicina tradicional com a arvore
Bowdichia virgiloides Kunth, morfologicamente bem diferentes das espécies do género
Pterodon, principalmente com relacdo aos frutos, porém todas apresentam o mesmo
nome popular. Por esta razdo, o desenvolvimento de um meétodo facil e reprodutivel para
a correta identificacdo destas espécies, assim como a identificacdo dos constituintes
guimicos, torna-se extremamente necessario, a fim de auxiliar a populagcédo na utilizacao
das espécies com atividades farmacolégicas comprovadas. Neste contexto, o objetivo do
presente trabalho foi realizar a caracterizacao fitoquimica e citogenética das sementes de
P. emarginatus Vogel.

2 METODOLOGIA
2.1 Coleta do material vegetal

Sementes da espécie P. emarginatus foram coletadas em setembro de 2006,
no municipio de Trés Marias/MG-Brasil e identificadas pela Dra. Fatima Regina Gongalves
Salimena do Departamento de Botéanica, UFJF, Brasil. Uma exsicata da espécie foi
depositada no Herbario CESJ da Universidade Federal de Juiz de Fora/MG-Brasil sob o
namero 48.077.

2.2 Extracéo do o6leo essencial

O Oleo essencial foi extraido em aparelho de Clevenger pelo método de
hidrodestilagdo durante quatro horas. Foram pesados 30 g de sementes, as quais foram
trituradas e adicionadas ao baldo contendo 300 mL de agua destilada. Apds a extracéo, o
oleo foi acondicionado em frasco de vidro ambar e utilizado imediatamente para a

realizacdo das analises.
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2.3 Preparo das fragdes

Para o preparo das fracfes, 30 g de sementes foram trituradas e submetidas a
extragdo utilizando aparelho de Soxhlet. Apds o acondicionamento das sementes ao
cartucho e adaptacéo ao baldo de fundo redondo, a amostra foi submetida a extracoes
sucessivas com hexano, butanol e metanol até atingir o esgotamento dos solventes. As
fracbes hexanica (FH) e metandlica (FM) foram submetidas a rotaevaporacdo até
eliminacdo completa do solvente. Tais fragcbes foram utilizadas para a caracterizacao

fitoquimica.

2.4 Estudo fitoguimico

As sementes foram devidamente trituradas e submetidas a pesquisa dos
produtos do metabolismo secundario, assim como as respectivas fracdes, através de
reacdes de grupos funcionais da molécula (MATOS, 1997): flavondides (reacdo com
cloreto de aluminio, reacdo com &cido boérico, reacdo com hidréxido de sddio, reacdo de
Shinoda), leucoantocianidinas (rea¢do com &cido cloridrico concentrado), taninos (reacdo
com sais de ferro, reacdo com alcaldides e reacdo com gelatina,), cumarinas (reacao com
hidroxido de potassio), heterosideos cardiotbnicos (reacdo de Kedde, reacdo de
Liberman-Buchard,), saponinas (indice de espuma), alcaloides (reacdo de Dragendorf) e

antraguinonas (reacao de Borntraeger).

2.5 Determinacdo da umidade

O teor de umidade foi determinado em sistema de infravermelho S14040
GEHAKA acoplado a balanca digital BG200. O valor da umidade foi obtido através da
média de trés determinacdes com 1 g da semente de P. emarginatus devidamente seca e
triturada. Esse procedimento é importante para determinacdo dos teores dos constituintes
a serem quantificados. Foi calculado o teor de umidade pela diferenca entre 0s pesos
iniciais e finais dos cadinhos, conforme descrito: % teor de umidade = peso inicial do

cadinho — peso final do cadinho x 100.

2.6 Determinacé&o de cinzas totais

Cadinhos foram previamente calcinados em mufla a 600°C por 1 h para a
retirada completa de sua umidade. Apds essa operacdo, 1 g da semente de P.
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emarginatus devidamente seca e triturada foi adicionada em cadinho e levado a mufla,
com elevacdo da temperatura até 600°C, para incineragcéao durante 4 h. O valor de cinzas
totais foi obtido através da média de trés determinacdes em cada amostra. Em seguida,
foi calculada a porcentagem de cinzas conforme descrito: % cinzas totais = [(peso do

cadinho + amostra ap0s incineracéo) — peso do cadinho calcinado] (g) / peso da amostra.

2.7 Andlise citogenética

A anadlise citogenética foi realizada a partir das raizes provenientes da
germinacao das sementes de P. emarginatus, conforme previamente descrito (COELHO
et al., 2005). As raizes com aproximadamente 1 cm, foram submetidas a tratamentos de
bloqueio celular, os quais consistiram na submersdo das mesmas em solucdo de 8-
hidroxiquinoleina (HQ) 2 mM, durante o intervalo de tempo de 2, 4, 6 e 8 h, mantidas em
temperatura ambiente. Para a confeccdo das laminas, as raizes foram hidrolisadas
utilizando solucéo de &cido cloridrico 5 N, seguida por dissociacéo celular. Com o auxilio
de microscopio estereoscopico (SZ40, Olympus - Japao) e bisturi, a regido meristematica
foi dissociada sobre uma lamina, onde foram gotejadas 3 a 4 gotas de fixador acido
acético:metanol, 1:4, v/v, gelado. As laminas foram coradas com solucdo de Giemsa 5%.
As laminas foram analisadas sob microscépio 6ptico e, as células que apresentaram
cromossomos bem espelhados e com nivel de condensacao desejavel, foram capturadas
por uma camara de video acoplado ao microscopio (BX51, Olympus - Japao) digitalizados
e analisados por meio do software Image-Proplus (Media Cybernetics), o qual possui

ferramentas para a determinagéo do tamanho dos cromossomos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os teores de cinzas totais e umidade para as sementes de sucupira-branca
foram, respectivamente, de 0,46% e 3,08% estando dentro dos valores estabelecidos nas
diferentes farmacopéias (FARRIAS, 2003). As Tabelas 1, 2 e 3 ilustram os constituintes
do metabolismo secundario presentes nas sementes; fracdo hexanica (FH) e fracéo
metandlica (FM), respectivamente. Os resultados foram expressos pela intensidade da
reacao, isto é, sinal (+) para menor intensidade e (+++) para maior intensidade. O sinal (-)

foi indicativo da auséncia de reacéao.
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Tabela 01 — Identificagédo de grupos de substancias do metabolismo secundario
nas sementes de P. emarginatus.

Classes de substancias Reac8es quimicas Resultados
AICl3 +
Flavondides H3BO3 +
NaOH 1N +
Shinoda +
Leucoantocianidinas H2S04 concentrado +
Alcaléide +
Taninos Gelatina +
Sais de ferro +
Heterosideos Lieberman-Buchard +
cardiotdnicos

Kedde -
Cumarinas KOH 2N +

Saponinas indice de Espuma Tubo 5 — 1:200
Alcaldides Dragendorf -
Antraquinonas Borntraeger -

Oleo essencial

1,4 mL-5,41%

Legenda: — = ndo detectado, + = resultado positivo. AICl3, cloreto de aluminio, HsBOs3; acido
bérico; NaOH, hidréxido de sodio; H.SOa4, &cido sulfarico; KOH, hidrdxido de potassio.

As Tabelas 2 e 3 demonstram os constituintes do metabolismo secundario

presentes na fracdo hexanica (FH) e metandlica (FM) obtida das sementes de P.

emarginatus.

Tabela 02 — Identificacdo de grupos de substancias do metabolismo secundario
na FH das sementes de P. emarginatus.

Classes de substancias

Reac8es quimicas

Resultados

Flavonoides

AICl3
H3BO3
NaOH 1N

Shinoda

Leucoantocianidinas

HZSO4 concentrado

Rev. Técnico Cientifica (IFSC), v. 3, n. 1 (2012).
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Taninos Gelatina +

Sais de ferro +

Heterosideos Lieberman-Buchard +
cardiotbnicos

Kedde +

Cumarinas KOH 2N -

Saponinas indice de Espuma -

Alcaldides Dragendorf -

Antraquinonas Borntraeger -

Legenda: — = ndo detectado, + = resultado positivo. AICl3, cloreto de aluminio, H3BOs; acido

boérico; NaOH, hidréxido de sddio; H,SO4, &cido sulfurico; KOH, hidroxido de potéssio.

Tabela 03 — Identificacdo de grupos de substancias do metabolismo secundario
na FM das sementes de P. emarginatus.

Classes de substancias Reacg8es quimicas Resultados
AICl3 +
Flavonoéides HsBO3 +
NaOH 1N +
Shinoda -
Leucoantocianidinas H2S04 concentrado +
Alcaléide -
Taninos Gelatina -

Sais de ferro -

Heterosideos Lieberman-Buchard -
cardiotdnicos
Kedde -
Cumarinas KOH 2N +
Saponinas indice de Espuma Tubo 5 — 1:200
Alcaléides Dragendorf -
Antraquinonas Borntraeger -

Legenda: — = ndo detectado, + = resultado positivo. AlCl3, cloreto de aluminio, HzBOs3; acido
bdrico; NaOH, hidréxido de sddio; H.SOa4, &cido sulfarico; KOH, hidréxido de potassio.

A pesquisa fitoquimica tem como objetivo principal conhecer os constituintes
guimicos presentes em diferentes espécies vegetais. Quando ndo se dispde de estudos

guimicos sobre a espécie de interesse, a analise fitoquimica preliminar pode indicar os
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grupos de metabdlitos secundarios relevantes na mesma. Caso 0 interesse esteja restrito
a uma classe especifica de constituintes ou as substancias responsaveis por certa
atividade biologica, a investigacdo devera ser direcionada para o isolamento e a
elucidacdo estrutural das mesmas (FALKENBERG et al., 2004). As reacfes quimicas
realizadas para a triagem fitoquimica permitem verificar a presenca de classes de
substancias oriundas do metabolismo secundario das plantas e, neste estudo,
demonstraram a presenca de flavondides, leucoantocianidinas, taninos, cumarinas,
saponinas, triterpenos/esterdides e 6leo essencial (OE), nas sementes de P. emarginatus
(Tabela 1), assim como taninos e heterosideos cardiotbnicos na FH (Tabela 2) e
flavondides, leucoantocianidinas, heterosideos cardiotdnicos, cumarinas, saponinas e
antraquinonas, na FM (Tabela 3).

A auséncia ou presenca de certos constituintes quimicos detectados na triagem
fitoquimica podem ser explicadas pela época da colheita, pelo manejo e
acondicionamento da planta ou pela degradacdo dos constituintes por fatores ambientais
(SIMOES et al., 2004). Porém, essas reacbes sdo, geralmente, inespecificas e ocorrem
em grupos funcionais ou estruturas comuns a Vvarias substancias, exceto as de alcaldides
e antraquinonas, as quais séo reacfes consideradas especificas devido a presenca de
estruturas tipicas a uma unica classe de substancia. Os resultados fitoquimicos
apresentados neste estudo estdo de acordo com trabalhos prévios, os quais detectaram a
presenca de isoflavonas e alguns triterpenos nas sementes de P. emarginatus, assim
como na madeira (MARQUES et al.,1998). No entanto, nesta triagem nao foi possivel
detectar a presenca de alcal6ides, encontrados nas cascas das arvores conforme descrito
anteriormente (TORRENEGRA et al., 1989). Possivelmente, este resultado possa ser
justificado pelo fato deste constituinte ser exclusivo das cascas desta espécie ou por este
constituinte estar em pequena concentracédo nas sementes (CASTELLANI, 1997).

Além disso, o Oleo obtido das sementes de P. emarginatus apresentou
coloracdo branco-amarelada com grande rendimento de 4% (p/p) do peso fresco,
demonstrando uma priorizagdo anatdbmica e quimica na producdo dos Oleos essenciais,
como forma de adaptacdo ao ambiente. Segundo Carvalho (2004, p. 383), esta
priorizacao pode ser explicada, pelo menos em parte, pelo fato da espécie P. emarginatus
ser tipica do cerrado brasileiro e, muitas vezes, necessita de fonte de reserva para
conseguir sobreviver as alteracdes bidticas e abioticas. O resultado da analise do 6leo por
CG-EM identificou onze compostos, principalmente monoterpenos e sesquiterpenos, tais

como: &-elemeno (4,8%), B -elemeno (15,3%), trans-cariofileno (35,9%), B-gurjunene
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(4,6%), a-humuleno (6,8%), y-Muurolene (2,7%), germacreno-D (9,8%), biciclo-
germacreno (5,5%), espatulenol (5,9%), oxido de cariofileno (3,8%) e acetato de cis-
farnesil (4,9%). De forma satisfatéria, estes resultados confirmam os nossos dados
obtidos anteriormente (DUTRA et al., 2009b). A analise da composi¢cdo quimica do OE
revelou o predominio de sesquiterpenos, assim como detectado por Coelho et al. (2005),
0s guais também identificaram estes sesquiterpenos no extrato etanolico obtido por
maceracao estatica (15 dias) das sementes de P. pubescens Benth (sinonimia botanica
de P. emarginatus Vogel). Os teores de trans-cariofileno (35,9%) e a-humuleno (6,8%)
foram considerados elevados, em relacdo ao rendimento dos outros constituintes
identificados no OE das sementes, o que indica uma excelente qualidade do OE, devido a
menor formacéo de oxido de cariofileno e auséncia do hipoxido.

A caracterizagdo citogenética (mitética) da espécie P. emarginatus foi
realizada, a fim de confirmar sua verdadeira identificacdo, ja que a diversas espécies do
género Pterodon, tais como a espécie aqui em estudo, sao por diversas vezes confundida
com P. polygalaeflorus e P. pubecens. Para a espécie P. emarginatus, o tratamento com
8-HQ 2 mM, por 6 h em temperatura ambiente, foi ideal para contagem do ndmero
cromossOmico de 2n = 16, corroborando com a literatura descrita para caracterizacao
meidtica da espécie (COLEMAN e DEMENEZES, 1980). Através da visualizacdo de
aproximadamente 10 metafases, foram realizadas medidas dos cromossomos
metafasicos demonstrando um cariotipo unimodal para a espécie, cujo tamanho
cromossOmico variou de 1,5 um a 2,3 pum, constituindo, em sua maioria, de cromossomos

metacéntricos, conforme mostra a Figura 1.

Figura 1 — Metafase mitotica de P. emarginatus Vogel. Barra correspondente a 5 pm.
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Desta forma foi possivel caracterizar a espécie em estudo, confirmando a
identificacdo botanica. Os cromossomos metafasicos demonstraram um cariotipo
unimodal. Esta caracterizagdo foi extremamente importante, ja que no comeco do
presente trabalho, os autores estavam com dificuldade quanto a padronizagdo das
sementes utilizadas e ap0s a caracterizacdo citogenética a espécie em estudo foi

caracterizada quanto ao real nimero cromossémico.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Em conjunto, os resultados obtidos neste projeto podem efetivamente auxiliar
na correta identificacdo das espécies de sucupira branca, assim como caracteriza as
diferentes classes de constituintes quimicos presentes nas sementes de P. emarginatus,
podendo estes no futuro serem utilizados para o desenvolvimento de novos farmacos e/ou

como fonte de matérias primas farmacéuticas.
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