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Resumo: A espécie Eriotheca pubescens, conhecida popularmente como
paineira do cerrado, é uma espécie pertencente & familia Malvaceae
e ocorre em dreas do bioma Cerrado. Andlise fitoquimica de espécies
pertencentes a esta familia descreve o isolamento de dcidos graxos, dleos
essenciais, sesquiterpenoides do tipo cadineno, lactonas sesquiterpénicas,
triterpenoides, flavonoides, entre muitos outros compostos. A espécie E.
pubescens ndo possui estudos sobre sua composicdo quimica e portanto,
o presente frabalho teve por obijetivo realizar o estudo quimico dos extratos
etandlicos do caule e das folhas desta espécie buscando o isolamento,
purificacdo e caracterizagdo de metabdlitos secunddrios. O estudo permitiu
o isolamento e identificagdo de quatro metabdlitos secunddrios presentes
no extrato etandlico do caule, sendo estes os triterpenoides a-amirina (I)
e B-amirina (ll) e os écidos 3,4-diidroxibenzoico (lll) e p-hidroxibenzoico
(V); além dos triterpenoides lupeol (V) e lupenona (V) presentes no extrato
etandlico das folhas.
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1. Introducéio

1.1 O Cerrado

O Cerrado, por ser um bioma rico em espécies vegetais, vem sendo amplamente
utilizado em vdrias pesquisas como fonte de material vegetal para estudos de comprovagdo
do potencial farmacolégico (LIRA, 2007). Localizado essencialmente no Planalto Central do
Brasil, o Cerrado é o segundo maior bioma do pais em drea (204 milhdes de hectares),
apenas superado pela Floresta Amazdnica. Como drea continua, o Cerrado abrange os
estados de Goids, Tocantins e Distrito Federal, parte dos estados da Bahia, Cearg,
Maranhdo, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Piaui, Ronddnia e Sdo Paulo, e



Semindrio de Pesquisa, Pés-Graduacdo e Inovaciio da Regional Cataldo 28

também ocorre em dreas isoladas ao norte nos estados do Amapd, Amazonas, Pard e
Roraima, e ao sul, em pequenas ilhas no Parand (SANO; ALMEIDA; RIBEIRO, 2008).
Considerado como um dos hotspots mundiais de biodiversidade, o Cerrado apresenta
extrema abundéncia de espécies endémicas e sofre uma excepcional perda de habitat. Além
dos aspectos ambientais, esse bioma tem grande importéncia social. Mais de 220 espécies
tém uso medicinal e outras 416 podem ser usadas na recuperagdo de solos degradados.
Apesar do reconhecimento de sua importdncia bioldgica, de todos os hotspots mundiais, o

Cerrado é o que possui a menor porcentagem de dreas sobre protecdo integral (MMA,
2014).

1.2 A familia Malvaceae

Na diversidade de espécies da flora do Cerrado encontram-se espécies da familia
Malvaceae que possui distribuicdo predominantemente tropical, incluindo cerca de 250
géneros e 4.200 espécies. Os membros desta familia sGo comuns principalmente na América
do Sul. No Brasil, ocorrem cerca de 80 géneros e 400 espécies. A familia Malvaceae é uma
fonte valiosa de fibras, alimentos, bebidas, fdrmacos, madeira e paisagismo (CARVALHO &
GAIAD, 2014).

Produtos naturais extraidos de plantas que pertencem & familia das Malvaceae sdo
utilizados no tratamento de muitas enfermidades em todo o mundo, incluindo picada de
cobra, asma, diurético, tratamento de reumatismo e distirbios gastrointestinais, entre outros
(GOMES et al., 2011). Andlise fitoquimica de espécies de Malvaceae descreve o isolamento
de é&cidos graxos, Sleos essenciais, sesquiterpenoides do tipo cadineno (para as quais tem
sido atribuida atividade inseticida), lactonas sesquiterpénicas, triterpenoides, flavonoides,
entre muitos outros compostos (COSTA et al., 2007).

Pieme et al. (2010) realizaram estudo das potenciais atividades antiproliferativa e
antioxidante com extrato metandlico bruto de cinco espécies de plantas medicinais da familia
Malvaceae. Os testes foram realizados in vitro em células de hepatoma humano (HepG-2). Os
resultados obtidos demonstraram que os extratos de duas espécies, Sida acuta e Urena
lobata, apresentaram atividades antiproliferativa e antioxidante significativas. Estes potenciais
efeitos encontrados podem ser atribuidos a compostos presentes nos extratos de S. acuta e U.
lobata, tais como os flavonoides kaempferol e quercetina.

1.3 O género Eriotheca

O género Eriotheca Schott & Endl. pertence & familia Malvaceae e é constituido por
24 espécies distribuidas exclusivamente na América do Sul. No Brasil, Eriotheca é
representado por 16 espécies, que sdo encontradas na Mata Atléntica, Floresta Amazénica e
no Cerrado sendo distribuidas desde os estados da regido Norte até a regiGo Sudeste, no
Estado de SGo Paulo onde estd o limite sul de distribuicdo do género (DUARTE & ESTEVES,
2011). No Cerrado ocorrem E. pubescens e E. gracilipes, sendo a primeira espécie muito
comum nas dreas de Cerrado do Distrito Federal, Goids e Minas Gerais, enquanto E.
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gracilipes ¢ mais comum nos Cerrados do sul de Minas Gerais, SGo Paulo e Mato Grosso,
tendo distribuigdo mais ampla no Brasil (OLIVEIRA et al., 1992).

1.4 A espécie Eriotheca pubescens

Eriotheca pubescens, conhecida popularmente como paineira do cerrado (DF) ou
colher de vaqueiro (SP), é uma espécie pertencente & familia Malvaceae, que ocorre em dreas
do bioma Cerrado, sendo encontrada também nas bordas das matas de galeria
(CAMARGOS et al., 2008). Esta espécie ndo é utilizada na medicina popular e até o
momento ndo possui estudos quimicos e biolégicos.

A espécie E. pubescens tem periodo de floragdo de junho a setembro e periodo de
frutificacdo de outubro a novembro. Suas drvores sdo hermafroditas, meliferas e ornamentais
pelas suas belas flores claras, préprias para paisagismo, usadas principalmente no tragado
de grandes jardins e pracas puiblicas (ALMEIDA et al., 1998). Como planta adaptada a
terrenos secos e pobres, pode ser incluida na composicdo de reflorestamentos heterogéneos
destinados & reconstituicdo da vegetagdo de dreas degradadas de preservagdo permanente
(LORENZI, 2002).

Em relagdo & distribuicdio geogréfica, E. pubescens estéd presente nos estados de
Goids, Tocantins, Bahia, Mato Grosso, Distrito Federal, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e
Sé&o Paulo (MEDEIROS, 2011).

2. Objetivos

Realizar o estudo quimico dos extratos etandlicos do caule e das folhas de E.
pubescens buscando o isolamento, purificacdo e caracterizagdo dos metabdlitos secunddrios.
Além disso, pretende-se realizar a avaliagdo biolégica dos exiratos e das substancias isoladas
frente as enzimas do tipo cisteino peptidases,catepsinas K, V e L.

3. Metodologia

3.1 Coleta do material vegetal

A espécie E. pubescens foi coletada aleatoriamente nas dependéncias da
Universidade Federal de Goids — Campus Catalao (UFG/CAC), no municipio de Catalao -
GO em 20 de maio de 2010. Os dados e as coordenadas do GPS (S18°09'16.4";
W47°55'43.2") foram armazenados para coletas futuras. Esta parte do trabalho foi auxiliada
pelo Prof. Dr. Hélder Nagai Consolaro (Departamento de Ciéncias Biolégicas — UFG/CAC), o
qual realizou a identificagdo do material vegetal e a catalogagdo do mesmo. A exsicata do
material coletado foi depositada no herbédrio do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFG
(Goianial).
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3.2 Preparacéo dos exiratos vegetais

O material vegetal (caule e folhas) da espécie E. pubescens coletado foi seco, moido e
submetido & maceragdo em etanol a temperatura ambiente, sendo realizadas trés extragdes
de sete dias cada. Apés cada extracdo, o material foi filirado e o solvente evaporado em
evaporador rotativo & baixa pressdo, sendo obtidos os extratos etandlicos. Os extratos
obtidos foram submetidos & parti¢do liquido-liquido e posteriormente fracionados utilizando-se
técnicas cromatogrdficas.

3.3 Isolamento de metabdlitos secundarios

Os extratos etanélicos foram analisados por cromatografia em camada delgada
(CCD), de maneira a avaliar a natureza dos compostos a serem separados. A avaliagdo por
CCD foi feita utilizando as seguintes condicdes: misturas de solventes orgénicos
(Hex/CH,Cl,/AcOEt/MeOH) em diferentes propor¢des. Como reveladores para CCD foram
utilizados: solugdo dcida de vanilina e radiagdo ultravioleta nos comprimentos de onda 254 e
365 nm.

Apds a andlise por CCD, os extratos foram fracionados por cromatografia em coluna
(CC). As fragdes foram secas, pesadas e reavaliadas por CCD. Posteriormente as fragdes
foram avaliadas quanto & sua polaridade. Quando pouco polares, foram submetidas a
separacdes por cromatografia em fase normal, via de regra silica-gel. J& quando eram
relativamente polares ou totalmente polares, foram submetidas & separagdo por cromatografia
em coluna de Sephadex LH-20 (utilizando-se usualmente MeOH e dgua como eluente).

3.4 Elucidacdo e/ou identificacao estrutural das
substéncias isoladas

Para caracterizacdo e elucidacdo estrutural, as substancias isoladas foram submetidas
as técnicas espectrométricas destacando-se: RMN de 'H e '*C e espectrometria de massas de
baixa resolugdo. Os experimentos de RMN foram realizados no Departamento de Quimica
da Universidade Federal de Sdo Carlos em um equipamento 400 Bruker, AVANCE Ill, 9,4
Tesla, em colaboracdo com o Prof. Dr. Antdnio Gilberto Ferreira, e no Instituto de Quimica,
Universidade Federal de Goids, Regional Goidnia em um equipamento 500 Bruker, AVANCE
lll, 11,75 Tesla, em colaboracdo com o Prof. Dr. Luciano Morais Lido.
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4. Resultados e discussdes

4.1 Identificacao estrutural das substéncias | e |l

A amostra obtida na forma de um sélido amarelado (117,1 mg), a partir de
cromatografia em coluna resultante do fracionamento do extrato etanélico do caule de E.
pubescens, quando analisada por CCD e revelada em solugdo dcida de vanilina, apresentou-
se como uma mancha de coloragdo violeta. A identificacdo estrutural foi feita utilizando a
técnica espectroscépica de RMN de 'H, em comparacdo com dados da literatura.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 8u (mult.; J em Hz; H): 0,78 (s; CHs); 0,79 (s; CHa);
0,80 (s; CHs); 0,88 (s; CHs); 0,90 (s; CHa); 0,921 (s; CHs); 0,92 (s; CHs); 0,94 (s; CHs); 1,00
(s; CHs); 1,09 (s; CHs); 1,11 (s; CHs); 1,15 (s; CHs); 3,23 (dd; J=10,5 e 4,3; H-3); 5,26 [t;
J=7,1: H-12a); 5,30 (t, J= 7,1; H-12b).

A comparagdo dos dados de RMN de 'H com dados da literatura permitiu identificar
a amostra como sendo uma mistura de triterpenoides denominados urs-12-en-3B-ol e olean-12-
en-3p-ol, mais conhecidos como o-amirina (I) e B-amirina (ll), respectivamente (MATOS, 2006;
MAGINA 2008; SOUTO 2011). Pesquisas realizadas nos Gltimos anos demostraram, através
de teste in vitro e in vivo, que os friterpenoides a-amirina e B-amirina possuem atividades

antimicrobianas, anti-inflamatérias, antidlcera, entre outras atividades biolégicas (VAZQUEZ
etal.,, 2012).

4.2 Identificacao estrutural da substéncia il

A substéncia lll foi obtida na forma de um sélido amarelo (148,3 mg), a partir de
cromatografia em coluna resultante do fracionamento do extrato etandlico do caule de E.
pubescens. A amostra, quando analisada por CCD e revelada em solugdo dcida de vanilina,
apresentou-se como uma mancha azulada e melhor resolugcdo quando revelada sob radiacdo
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UV (365 nm). A identificacdo estrutural foi feita utilizando as técnicas espectroscépicas de
RMN de 'H e '*C, em comparagdo com dados da literatura.

(0
|
7

I

RMN de 'H (400 MHz, CD;OD) & (mult.; J em Hz; H): 6,79 (d; J=7,8; H-5); 7,41 (dI;
J=2,0; H-6); 7,44 (sl; H-2). RMN de *C (100 MHz, CD;OD) &c: 115,9 (C-5); 117,8 (C-2);
123,3 (C-1); 124,0 (C-6); 146,2 (C-3); 151,6 (C-4); 170,4 (C7).

A comparagdo dos dados de RMN de 'H e '*C com dados da literatura permitiu
identificar a amostra como sendo o d4cido 3,4-diidroxibenzoico ou écido protocatecuico
(SOUZA FILHO et al., 2006; HE et al., 2009; LEE et al., 2010; KIM et al., 2011). O é4cido
3,4-diidroxibenzoico estd presente em muitas plantas comestiveis e medicinais. Pesquisas
realizadas nos dltimos anos indicam que este dcido pode ser utilizado na medicina
convencional para a prevencdo de cancer e doengas cardiovasculares. O mecanismo da
agdo preventiva do dcido 3,4-diidroxibenzoico estd baseado em suas propriedades
antioxidantes e na sua capacidade de aumentar a atividade catalitica de enzimas envolvidas
na neutralizagdo de radicais livres (TANAKA et al., 2011).

4.3 Identificacdo estrutural da substancia IV

A substéancia IV foi obtida na forma de um sélido branco (91,9 mg), a partir de
cromatografia em coluna resultante do fracionamento do extrato etandlico das folhas de E.
pubescens. A amostra, quando analisada por CCD e revelada em solugdo dcida de vaniling,
apresentou-se como uma mancha de coloracdo violeta. A identificacdo estrutural foi feita
utilizando técnicas de espectroscopia de RMN de 'H e espectrometria de massa (CG-EM), em
comparagdo com dados da literatura e da biblioteca “NIST/EPA/NHI” contida no software
do equipamento de CG-EM.
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v

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) &y (mult.; J em Hz; H): 0,77 (s; CHs); 0,79 (s; CHa);
0,83 (s; CH3); 0,95 (s; CHs); 0,97 (s; CHs); 1,03 (s; CHs); 1,69 (s; CHs); 2,39 (ddd; J=5,8;
10,9 e 11,0; H-19); 3,19 (dd; J=11,3 e 5,0; H-3); 4,57 (dd, J= 2,5 e 1,2; H-29q); 4,69 (d,
J=2,5; H-29b).

Os dados RMN de 'H sugeriram que a substancia IV tratava-se de um triterpencide
com esqueleto lupanico (FIGUEIREDO, 2009; MARTINS, 2009; GOIS, 2010; MARQUES
2011). Na andlise por cromatografia gasosa foi possivel observar no cromatograma um
nico pico com tempo de retencdo de 27,79 minutos. O espectro de massas obtido para a
substancia IV apresentou um pico em m/z 426, que corresponde ao pico do ion molecular do
triterpenoide lupeol. Outros picos oriundos da fragmentacdo do anel C sdo tipicos de
triterpenoides pentaciclicos, principalmente os de maiores intensidades como m/z 189 e 207,
que sdo caracteristicos de fragmentacdes de compostos do tipo lupeno (ZANON, 2006;
MATOS, 2006; FIGUEIREDO, 2009). Apés a andlise dos dados pode-se determinar a
substéncia IV como sendo o triterpenoide lupeol, com férmula molecular CsoHs0O.

O friterpenoide lupeol é amplamente encontrado em frutas e vegetais comestiveis.
Pesquisas realizadas nos Oltimos frinta  anos demostraram importantes  atividades
farmacolégicas do lupeol. Vérios estudos realizados in vitro e in vivo (em animais) sugeriram
que este friterpenoide tem potencial para atuar como agente anti-inflamatério, antimicrobiano,
antiprotozodrio, antiproliferativo e na reducdo do colesterol. Lupeol também demostrou
eficécia no tratamento de doencas cardiovasculares, doengas renais e artrite (SIDDIQUE &

SALEEM, 2011).

4.4 |dentificacdo estrutural da substéncia V

A substéncia V foi obtida na forma de um sélido marrom (43,9 mg), a partir de
cromatografia em coluna resultante do fracionamento do extrato etandlico do caule de E.
pubescens. A amostra, quando analisada por CCD e revelada em solucdo 4cida de vanilina,
apresentou-se como uma mancha cinza-azulada, uma mancha verde quando revelada sob
radiagdo UV em comprimento de onda 254 nm e mancha azul quando revelada sob
radiagdo UV em comprimento de onda 365 nm. A identificacdo estrutural foi feita utilizando
as técnicas espectroscépicas de RMN de 'H e '°C, em comparagdo com dados da literatura.
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RMN de 'H (500 MHz, CD;OD) &4 (mult.; J em Hz; H): 6,81 (d; J=8,9; H-3 e H-5);
7,87 (d; J=8,8; H-2 e H-6). RMN de '3C (125 MHz, CD;OD) &c: 116,1 (C-3 e C-5); 123,2
(C-1); 133,1 (C-2 e C-6); 163,4 (C-4); 170,5 (C7).

A comparagdo dos dados de RMN de 'H e '*C com dados da literatura permitiu
identificar a amostra como sendo o dcido p-hidroxibenzoico ou dcido 4-hidroxibenzoico
(DHAKAL et al., 2009; CHEN et al., 2010; ZHANG et al., 2012). Estudos realizados in vitra
e em ratos demonstraram que o dcido p-hidroxibenzoico possui atividade frente a diversos

micro-organismos e efeito hipoglicemiante (PEUNGVICHA et al., 1998; CHO et al., 1998).

4.5 - Identificacao estrutural da substancia VI

A substéncia VI foi obtida na forma de um sélido branco (62,5 mg), a partir de
cromatografia em coluna resultante do fracionamento do extrato etanélico das folhas de E.
pubescens. A amostra, quando analisada por CCD e revelada em solugéo dcida de vaniling,
apresentou-se como uma mancha de coloragdo violeta. A identificagdo estrutural foi feita
utilizando técnicas de espectroscopia de RMN de 'H e espectrometria de massa (CG-EM), em
comparagdo com dados da literatura e da biblioteca “NIST/EPA/NHI” contida no software
do equipamento de CG-EM.

V1

RMN de 'H (400 MHz, CDCls) 8x (mult.; J em Hz; H): 0,80 (s; CHs); 0,94 (s; CHs);
0,95 (s; CHs); 0,96 (s; CHs); 1,03 (s; CHs); 1,08 (s; CHs); 1,69 (sl; CH3); 2,39 (m; H-19);
4,58 (dd, J= 2,6 e 1,5; H-2%9a); 4,70 (d, J= 2,4; H-29b).



Coletdnea Interdisciplinar em Pesquisa, Pés-Graduacdo e Inovagdio vol. 4

Os dados RMN de 'H sugeriram que a substancia VI tratava-se de um triterpenoide
com esqueleto lupénico (KIM; JUNG; MIN, 2001; AMBROZIN, 2004; PRACHAYASITTIKUL et
al., 2010). Na andlise por cromatografia gasosa foi possivel observar no cromatograma um
Onico pico com tempo de retengcdo de 28,96 minutos. O espectro de massas obtido para a
substéncia VI apresentou um pico em m/z 424, que corresponde ao pico do ion molecular do
triterpenoide lupenona. O pico base com m/z 205 é oriundo da fragmentacdo do anel C.
Apés a andlise dos dados pode-se determinar a substdncia VI como sendo o triterpenoide
lupenona, com férmula molecular C3oH45O.

Estudos realizados in vivo (em ratos) demostraram que o triterpenoide lupenona possui
atividade anticarcinogénica. Além disso, testes realizados in vitro demonstraram que este
triterpenoide possui atividade antimicrobiana e atua como inibidor da proteina tirosina
fosfatase, sendo alvo para o desenvolvimento de novos fdrmacos para a diabetes tipo 2 e

obesidade (POLANCO-HERNANDEZ et al., 2013; TSAl et al., 2012).

5 = Concluséio e perspectivas

O estudo da espécie E. pubescens permitiv isolar e identificar alguns de seus
constituintes quimicos e assim contribuir para o conhecimento quimico desta espécie, visto que
ndo foram encontrados relatos na literatura para a mesma. Até o momento foi possivel isolar e
identificar quatro metabélitos secunddrios presentes no extrato etandlico do caule de E.
pubescens, sendo estes os triterpenoides a-amirina (I) e B-amirina (Il) e os derivados do &cido
benzoico, o é4cido 3,4-diidroxibenzoico (lll) e o &cido p-hidroxibenzoico (V); e também dois
metabdlitos secunddrios presente no extrato etandlico das folhas de E. pubescens, sendo estes
os triterpenoides lupeol (IV) e lupenona (VI).

Como perspectiva deste trabalho, pretende-se dar continuidade ao processo de
isolamento, purificagdo e identificacdo de outros metabélitos secunddrios, sendo que algumas
outras substdncias isoladas estdo em fase de identificacdo estrutural e posteriormente todas as
substancias isoladas deverdo ser submetidas & avaliacdo biolégica, sendo realizados testes in
vitro em enzimas do tipo cisteino peptidases (catepsinas K, L e V). Estes ensaios serdo
realizados em colaboracdo com o Laboratério de Quimica de Produtos Naturais da UFSCar,
respectivamente.
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Isolation and Structural Identification of Secondary Metabolites of the Stem
and Leaves of Eriotheca pubescens (Malvaceae)

Abstract: Eriotheca pubescens is a species of the Malvaceae family and
is found in areas of Cerrado, popularly known as the cerrado paineira.
Previous phytochemical investigations of Malvaceae species describe
the isolation of fatty acids, essential oils, sesquiterpenoids of cadinene-
type, sesquiterpenelactones, friterpenoids and flavonoids, among many
other compounds. There are no previous studies on E. pubescens on their
chemical composition and therefore, the present study aimed to carry out the
chemical study of the ethanol extracts of the stem and leaves of this species
in the isolation, purification and characterization of secondary metabolites.
The study has isolated and identified four secondary metabolites present
in the ethanol exiract of the stem, which are the triterpenoid a-amyrin (I)
and B-amyrin (ll) and 3,4-diidroxibenzoico (lll) and p-hydroxybenzoic (V)
acids; beyond the triterpenoid lupeol (IV) and lupenona (VI) present in the
ethanol extract of the leaves.

Keywords: Eriotheca pubescens; Cerrado; secondary metabolites.
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