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Resumo- O conhecimento da relagdo entre plantas e o tratamento de doencas tem contribuido para uma
nova geracdo de terapia, que inclui os chamados biofarmacos. Deve-se ressaltar a importancia da
diversidade quimica dos metabdlitos secundarios biossintetizados pelas plantas, que tem despertado nas
indastrias farmacéuticas um grande interesse visando a descoberta de novos farmacos. Nota-se que a
fitoterapia € bem aceita como uma opg¢ao medicamentosa em diferentes paises, entre estes o Brasil. Porém,
existem poucas informagdes sobre as propriedades quimica, farmacoldgica e toxicolégica de muitas das
plantas medicinais da flora nativa brasileira que sdo consumidas na medicina popular. Diante desse fato,
esse trabalho teve como obijetivo realizar a prospeccéao fitoquimica das folhas e caule secos do Lepidaploa
rufogrisea (St. Hil.) H. Rob., conhecida como assa-peixe-roxo, detectando assim as principais classes de
metabdlitos secundarios presentes no mesmo, sendo elas: flavononas, flavonodis e xantonas, catequinas
(taninos catéquicos), flavanonas, compostos fendlicos, taninos, cumarinas, nucleo estereoidal, lactonas alfa-
beta insaturadas, 2-desoxiacUcares, saponinas e antraquinonas. .

Palavras-chave: Assa-peixe-roxo, Lepidaploa rufogrisea (St. Hil.) H. Rob., Vernonia rufogrisea St. Hil.,
Vernonia fruticulosa Mart. ex DC., Prospecc¢éao Fitoquimica.
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Introducéo
O Brasil possui a flora de plantas terrestres

Lepidaploa rufogrisea (St. Hil.) H. Rob. é uma mais diversificada do mundo, com cerca de 45.000

das espécies da familia Asteraceae conhecidas
pelo nome comum “assa-peixe-roxo”, sendo muito
valorizada por suas propriedades medicinais em
comunidades tradicionais (Passa et al. 2005,
Albertasse 2010). Em classificacbes anteriores,
esteve subordinada a Vernonia, mas apds ampla
revisdo taxondmica deste género nas Américas
(Robinson 1999), foi classificada no género
Lepidaploa. Ainda em relacdo a sua taxonomia,
cabe ressaltar que Lepidaploa rufogrisea possui
Vernonia fruticulosa Mart. ex DC., V.
eremophila Mart. ex DC, V. tricephala Gardner, V.
resinosa Gardner e V. saxicola Sch. Bip. ex Baker
como sinbnimos heterotipicos, constituindo um
complexo de espécies afins ainda pouco
esclarecido. Morfologicamente, Lepidaploa
rufogrisea se caracteriza como um subarbusto de
folhas alternas, conduplicadas, lineares, ramos
pilosos e capitulos em cimeiras escorpidides com
flésculos roxos (v. De Almeida 2008).

espécies (22% de todas as espécies vegetais
conhecidas no planeta). Deve-se ressaltar a
importdncia da diversidade quimica dos
metabolitos secundarios biossintetizados pelas
plantas, que tem despertado nas industrias
farmacéuticas um grande interesse visando a
descoberta de novos farmacos. Nota-se que a
fitoterapia é bem aceita como uma opcao
medicamentosa em diferentes paises, entre estes
o Brasil. Porém, existem poucas informacfes
sobre as propriedades quimica, farmacolégica e
toxicolégica de muitas das plantas medicinais da
flora nativa brasileira que sdo consumidas na
medicina popular (NUNES, 2008), assim como das
espécies conhecidas como assa-peixe-roxo.

Os metabdlitos secundarios séo divididos em
trés grandes grupos: terpenos, compostos
fendlicos e alcaldides. Os terpenos sao
sintetizados, no citoplasma, a partir do acido
mevalbnico ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no
cloroplasto). Os compostos fendlicos séo
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derivados do &cido chiquimico ou &cido
mevalbnico. Os alcaldides s&o derivados de
aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os
quais sao derivados do &cido chiquimico, e
também de aminoéacidos alifaticos (ornitina, lisina)
(SIMOES et al., 2007).

Nesse trabalho foi realizada a prospeccéo
fitoquimica do caule e das folhas secas da
Lepidaploa rufogrisea, visando detectar as
principais classes de metabdlitos secundarios
presentes na espécie.

Metodologia

Material vegetal

O material botanico utilizado neste estudo foi
coletado na Reserva Natural da Vale do Rio Doce,
no Municipio de Linhares, ES, em vegetacdo do
tipo Mussununga. As folhas e o caule foram secos
em estufa de circulacdo forcada de ar por um
periodo de 7 dias a 40 °C e, posteriormente,
transferidos para moinho de facas para obtencao
de um fino pé. Os extratos moidos foram
acondicionados em recipientes hermeticamente
fechados e mantidos em ambiente protegido da
incidéncia de luz para posterior andlise da
prospeccao fitoquimica. As amostras (extratos)
foram submetidas as analises fitoquimicas para
determinacdo das principais classes quimicas de
metabolitos secundéarios, de acordo com o
protocolo descrito por MATOS (1997). O material
testemunho (Carrijo 537) estd depositado no
herbario VIES, sede de Jerbnimo Monteiro, com
duplicatas no herbéario da Reserva Natural da Vale
(CVRD).

Flavonoides por classes:

Mediram-se a massa de 2 g do material moido
em um béquer, acrescentaram-se 15 mL de etanol
70%, e aqueceu-se por 30 minutos. Realizou-se a
filtracdo do extrato obtido em um béquer (250 mL)
e evaporou-se o solvente até secura (60 °C).
Dissolveram-se alguns miligramas do extrato seco
em 20 mL de agua. Transferiram-se para trés
tubos de ensaio, 3 mL da solucao para cada tubo.
Acidulou-se um dos tubos a pH 3 e alcalinizou-se
os dois restantes a pH 8,5 e 11. Os resultados
obtidos foram comparados com os dados da
Tabela 1 para a deteccdo da presenca de
compostos pertencentes as diferentes classes de
flavonoides.
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Tabela 1 - Dados para a determinacdo de
Flavondides por classes

Coloragdo em meio

Constituintes pH 3 pH pH11

8,5
Flavononas, @ ---- = - Amarela
flavonois e
xantonas
Chalconas e Vermelho  ----- Vermelho
auronas purpura
Flavononéis - - Vermelho-

laranja

Subclasses de Flavonodides
Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavanonas:

Em dois tubos de ensaio adicionaram-se 3 mL
da solucéo preparada anteriormente, acidulou-se o
primeiro com solucdo de HCI a pH 1-3 e
alcalinizou-se o outro a pH 11 com solucdo de
NaOH. Aqueceu-os, cuidadosamente, em bico de
Bunsen durante dois a trés minutos. Observaram-
se modificacdes na coloragdo, comparando com
os tubos utilizados no teste anterior. Os resultados
obtidos foram também comparados com os dados
da Tabela 2 para a deteccdo da presenca de
compostos pertencentes as diferentes subclasses
de flavondides.

Tabela 2 - Dados para a determinacdo de
Subclasses de Flavonoides

Coloracdo em meio

Constituintes Acido Alcalino
Catequinas (Taninos pardo- -
catequicos) amarela
Flavanonas - Vermelho-
alaranjado
Flavonois, Flavanonas, Flavanonéis e
Xantonas:

Transferiram-se para um tubo de ensaio, 3 mL
da mesma solugdo extrativa usada no teste
anterior e acrescentaram-se alguns miligramas de
magnésio em raspas, e 0,5 mL de HCI
concentrado.  Aguardou-se o término da
efervescéncia, e observou-se por comparacao a
mudanca na coloracdo em relacdo aos tubos
acidificados dos testes anteriores.
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Compostos Fendlicos

Dissolveram-se alguns miligramas de extrato
seco obtido anteriormente em 5mL de &gua
destilada, filtrou-se e adicionaram-se uma a duas
gotas de solucéo alcodlica de FeCl; a 2%.

Taninos

Pesou-se 1 g do material moido em um béquer
e colocaram-se 50 mL de agua destilada, levando
a ebulicdo por 5 minutos. O extrato foi filtrado e 2
mL foram colocados em tubos de ensaio para
realizacdo das seguintes reacdes:
- Reacdes de sais de ferro: ao extrato aquoso (2
mL), juntaram-se 5 mL de &gua destilada e
algumas gotas de cloreto férrico 2% (2g de FeCI3
dissolvido em 50 mL de agua e, em seguida,
adicionaram-se 2 mL de HCI 3N e completou-se o
volume com etanol para 100 mL.
- Reacdo com gelatina: ao tubo de ensaio
contendo o extrato acrescentaram-se uma a duas
gotas de HCI 10% e de solugcdo aquosa de
gelatina 2,5%, gota a gota para evitar-se a
redissolucéo do precipitado formado.
- Reacdo com acetato de cobre: juntaram-se ao
extrato algumas gotas de solucdo aquosa de
acetato de cobre 3%.
- Reacdo com acetato de chumbo: adicionaram-se
ao extrato gotas de acetato de chumbo 10%.

Cumarinas

Pesaram-se 2 g do material moido, e
adicionaram-se 1 mL de HCI 10% e 10 mL de
etanol 70%, aqueceu-se durante 10 minutos (60
°C). Ap6s filtracdo, reduziu-se o volume, por
aquecimento, a 5 mL e realizou-se a extracdo com
10 mL de acetato de etila (P.A.) em funil de
separacdo. O extrato em acetato de etila foi
concentrado a 5 mL e transferido para um tubo de
ensaio. Adicionaram-se 5 mL de solugdo alcodlica
de KOH a 5% ao tubo de ensaio.

Terpendides e esterdides

Pesaram-se 2 g do material moido em um
béquer, colocaram-se 20 mL de etanol 50% e
ferveu-se por 30 minutos. Filtrou-se o
sobrenadante e repetiu-se a extracdo por duas
vezes, utilizaram-se em cada, 10 mL de etanol
50%. Filtraram-se os extratos e, posteriormente
foram reunidos em um béquer. Adicionaram-se 10
mL de solugdo saturada de acetato basico de
chumbo e centrifugou-se. O liquido sobrenadante
foi fitrado para um funil de separagéo,
adicionando-se agua destilada e extraindo a
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solucdo hidroalcodlica com duas porcbes de 15
mL de cloroférmio. Os extratos de cloroférmio
foram reunidos e concentrados até 10 mL para
realizacdo das reacdes seguintes:

- Reacdo de Lieberman-Buchard: utilizaram-se 5
mL do extrato cloroférmio, levando-o a residuo.
Adicionou-se 0,5 mL de anidrido acético,
transferiu-se para um tubo de ensaio que continha
1 mL de acido sulfdrico concentrado.

- Reacdo de Kedde: evaporaram-se 3 mL do
extrato cloroférmio, juntaram-se ao residuo quatro
gotas de solucdo alcodlica 1% de acido 3,5-
dinitrobenzéico (0,1g em 10 mL de etanol) e 2
gotas de KOH 1N.

- Reacado de Baljet: 3 mL do extrato cloroférmio
foram evaporados e adicionados 4 a 5 gotas de
acido picrico 0,5% e 2 gotas de KOH 1N.

2-desoxiacucares:

Reacédo de Keller-Killiani: Evaporaram-se cerca
de 3 ml de extrato. Dissolveu o residuo em cerca
de 1,0 ml de acido acético glacial, juntaram-se a
solucdo 8 a 10 gotas de cloreto férrico a 2%.
Transferiu-se cuidadosamente a solucao, através
das paredes, para um tubo de ensaio contendo
cerca de 1,0 ml de &cido sulfarico concentrado.

Saponinas

Em um béquer pesou-se 1g do material moido
e adicionaram-se 80 mL de agua destilada. Esse
extrato foi neutralizado com gotas de solucéo
(20%) de carbonato de sédio e aquecido até
ebulicdo. Foi resfriado, filtrado e transferido para
um baldo de 100 mL. Dez tubos de ensaio foram
numerados de 1 al0. A cada tubo foi adicionado o
seu respectivo volume de extrato obtido. De ordem
inversa, comecando do tubo 1. Foram adicionados
9 mL de agua destilada de forma decrescente até
o tubo 9. Ou seja: no tubo 9 foi adicionado 1 mL
de agua destilada e no tubo 10 nao houve adi¢édo
de agua destilada. Cada tubo foi vedado com uma
rolha e agitado por 15 segundos. A bateria de
tubos ficou em repouso por 15 minutos para
posterior deteccéo do indice de espuma.

Alcalbides

Em um béquer foram colocados 2 g do material
moido da planta. Agitaram-se com 20 mL de &cido
cloridrico 1%, aqueceu-se por 10 minutos (60 °C).
ApOs esfriar, filtrou-se para um funil de separacgéo
e alcalinizou-se com 10 mL de solu¢édo aquosa de
NH4OH 10% (m/v) (~ pH 11; ~10 mL). A solucao
alcalina foi extraida com duas por¢des de 10 mL
de cloroférmio (P.A.). Em seguida, a fase organica
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foi secada com sulfato de sddio anidro e filtrada
para um béquer. Evaporou-se o cloroformio em
banho de areia sob exaustio a 37 °C. Em seguida,
ressuspendeu-se o residuo em 5 mL de HCI 1%.
Em quatro tubos de ensaio colocou-se 1 mL do
residuo ressuspenso e adicionram-se  0S
reagentes de Dragendorff, Mayer, Bertrand e
Bouchardat nos seus respectivos tubos.

Reagente de Mayer: Dissolveram-se 1,35g de
cloreto de mercurio em 60 mL de agua e 5g de
iodeto de potassio em 20 mL de agua. Misturaram-
se as duas solucfes e diluiu-se com agua até 100
mL.

Reagente de Dragendorf: Juntaram-se 50 mL
de 4agua a 5g de carbonato de bismuto,
adicionaram-se 12 mL de acido cloridrico e agitou-
se até sua quase dissolugdo; juntaram-se aos
poucos e agitando-se sempre, 259 de iodeto de
potassio e, ap6s a dissolu¢do, completou-se com
agua até 100 mL.

Reagente de Bertrand: dissolveram-se 5g de
acido silicotungstico em agua para obtencdo de
100 mL de solucao.

Reagente de Bouchardat: Dissolveram-se 2g
de iodeto de potassio e 1g de iodo em 50 mL de
agua destilada e completou-se o volume para 100
mL com &agua destilada.

Antraquinonas

Realizou-se a reacdo de Borntraeger: Ferveu-
se, por 10 minutos, 0,2g do material pulverizado
com 10 mL de H,SO4 2N. Filtrou-o para um funil
de separacao, adicionando-se 10 mL de acetato
de etila. ApGs agitacdo e separacao das fases,
recolheu-se a fase organica em um tubo de
ensaio. Acrescentaram-se 2 mL de NaOH 2N e
agitou-se.

Resultados

Na determinacdo de flavonodides por classes
nas folhas do assa-peixe-roxo, observou-se
coloracdo amarela da solucdo em pH 11, o que
indicou a presenca de flavononas, flavonodis e
xantonas e no mesmo pH a solucédo teste para
flavononéis apresentou coloracdo vermelho-
laranja, o0 que confirma a presenca desse
metabdlito.

A presenca de catequinas (taninos catéquicos)
e flavanonas foi caracterizada pelo aparecimento
da coloragdo pardo-amarela, em meio &cido, e
vermelho-alaranjado, em meio alcalino.

A mudan¢ca de cor da solugdo teste para
compostos fendlicos foi o indicativo da presenga
dessa classe de compostos, visto que a solucéo
mudou para a coloragdo azul, sendo importante
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ressaltar a formacéo de precipitado verde, o que
indicou, mais uma vez, a presenca de taninos
catéquicos.

Nas reacdes testes para taninos, a formacao
de precipitado foi a confirmacdo da presenca
deste composto nos extratos utilizados, sendo o
precipitado formado da cor verde, indicando a
presenca de tanino condensado.

A presenca de cumarinas foi confirmada pela
coloracdo verde assumida pela solugdo apos ser
exposta a luz UV.

A presenca de terpendides e de esterdides, foi
confirmada pelo aparecimento de coloracéo
castanho-avermelhada, ressaltando-se que a
coloracdo foi bem acentuada. Indicativo da
presenca do nlcleo estereoidal.

A coloragdo vermelha violacea intensa indicou
a presenca de lactonas o-f insaturadas nas
amostras analisadas. O surgimento da coloragéo
vermelho-acastanhada, também intensa, na zona
de contato dos liquidos foi indicativo da presenga
de uma grande quantidade de 2-desoxiaglcares.

O aparecimento, nao tdo acentuado, de
espuma nos tubos testes para saponinas foi
indicativo da presenca de uma pequena
guantidade deste metabdlito. A presenca da
coloracdo vermelha na camada aquosa foi
indicativa da presenca de antraquinonas.

As classes de metabdlitos secundarios
detectadas para os extratos secos de folhas e
caule do Assa-peixe-roxo (Lepidaploa rufogrisea)
séo mostrados na Tabela 3.

Tabela 3 - Resultados da prospecc¢éao fitoquimica
de extratos de folhas e caule do Assa-peixe-roxo
(Lepidaploa rufogrisea)

Classes Qu imicas Resultado

Flavononas, flavonéis e xantonas +
Chalconas e auronas
Flavononois

Catequinas — Taninos catéquicos
Flavanonas

Compostos Fendlicos

Taninos

Cumarinas

Nucleo estereoidal

Lactonas alfa-beta insaturadas
2-desoxiagucares

Saponinas

Alcalbides

Antraguinonas

+ 4+ + A+

+

Discussao

N&o foram encontrados na literatura estudos
sobre a prospeccgdo fitoquimica de Lepidaploa
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rufogrisea. A espécie apresentou grande
guantidade de metabdlitos secundarios, sendo
eles: flavononas, flavonodis e xantonas, catequinas
(taninos catéquicos), flavanonas, compostos
fendlicos, taninos, cumarinas, nucleo estereoidal,
lactonas alfa-beta insaturadas, 2-desoxiagUcares,
saponinas e antraquinonas.

Estudos como os de Lima et al. (2009) indicam
que a atividade que leva a reducdo de radicais
livres pode estar relacionada com a presencga de
flavonoides, sendo estes metabdlitos secundarios
encontrados nas folhas e caule do assa-peixe-
roxo. Martinez-Florez (2002) relata que os
flavondides possuem acdes antioxidantes, pois
atuam estabilizando espécies reativas de oxigénio
visto que possuem grupo de ortodi-hidroxi ou
grupo catecol no anel B, o que confere maior
estabilidade a sua forma radicalar.

Rodrigues et al. (2010), ao realizarem um
estudo de prospeccdo fitoquimica utilizando
extratos alcodlicos dos frutos de Momordica
charantia, confirmaram a presenca de atividade
antiulcerogénica e acao antiinflamatéria,
provavelmente advindas da presenca de
compostos terpénicos dos frutos estudados, cujos
compostos também estdo presentes no assa-
peixe-roxo, como foi confirmado neste trabalho.

De acordo com Robbers et al. (1997) taninos
compreendem um grande grupo de substancias
complexas presentes no reino vegetal. Em quase
todas as familias botanicas ha espécies que
contém taninos. Quando ocorrem em grandes
guantidades, geralmente se localizam em
determinados 6rgdos da planta como as folhas, os
frutos, o cortex ou o caule. Costumam ser
divididos em duas classes quimicas, com base na
identidade dos nucleos fendlicos existentes e na
maneira como se unem. Como ésteres s&o
faciimente  hidrolisados, produzindo &cidos
fendlicos e aglcar, sdo conhecidos como taninos
hidrolisaveis. Os taninos condensados compdem a
segunda classe. Os taninos precipitam proteinas e
podem combinar-se a elas, tornando-as
resistentes as enzimas proteoliticas.

Esses dados contribuem para realizagdo de
estudos posteriores, como por exemplo na
descoberta de novos principios ativos da planta na
area da medicina curativa.

Conclusao

A triagem fitoquimica do caule e das folhas de
Lepidaploa rufogrisea evidenciou que a espécie é
promissora para prospeccdo em razao dos seus
metabolitos secundarios indicativos. Os
metabolitos secundarios identificados foram:
flavononas, flavondis e xantonas, catequinas
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(taninos catéquicos), flavanonas, compostos
fendlicos, taninos, cumarinas, nucleo estereoidal,
lactonas alfa-beta insaturadas, 2-desoxiaclcares,
saponinas e antraquinonas.

O estudo fitoquimico realizado para extratos
secos de folhas e caule de Lepidaploa rufogrisea,
fornecerd bases para pesquisas das acdes
farmacoldgicas dos metabdlitos secundarios
encontrados e, também, servira como fonte de
dados para comparacdes de andlises semi-
guantitativas que serdo realizadas em estudos
futuros.
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