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RESUMO

ASSIS, E. B. ISOLAMENTO DE SAPONINAS ESTEROIDAIS DA FASE HEXANICA
E AVALIACAO ANTIFUNGICA DE Sida santaremnensis (H. Monteiro). 2016. 47 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Farmdcia) — Universidade Federal de
Campina Grande, Cuité, 2016.

A prética de utilizar elementos da natureza com finalidade de auxiliar o homem é bastante
antiga. Com o tempo, a utilizacdo de intimeras plantas para a contribuicdo na melhoria da
satide foi ganhando espago em todo o mundo. Dessa forma, a comunidade cientifica mundial
vem trabalhando no intuito de comprovar o uso popular de plantas medicinais, contribuindo
assim para o uso seguro € a descoberta de novos farmacos. A familia Malvaceae € constituida
por 243 géneros e 4225 espécies, muitas das quais sdo largamente usadas na terapéutica,
como emolientes, anti-febris, diuréticos, antiinflamatérios, no tratamento de reumatismo,
entre outras aplicacOes. Vislumbrando contribuir com o perfil quimiotaxondmico e
farmacoldgico da familia Malvaceae, o presente trabalho investigou a composicdo quimica da
fase hexanica e avaliou o potencial antifingico do extrato etandlico bruto e fases de Sida
santaremnensis, espécie de Malvaceae, presente na flora nordestina, que poderia desaparecer
sem nunca ter sido explorada cientificamente. Para tal, a fase hexanica foi submetida a
sucessivas cromatografias em coluna, tendo esse procedimento resultado no isolamento de
uma mistura de saponinas esteroidais, identificadas como sitosterol 3-O-f-D-glicopiranosideo
e estigmasterol 3-O-B-D-glicopiranosideo, relatadas pela primeira vez na espécie estudada.
Nos ensaios de atividade antifungica a maior concentracao inibitdria testada ndo foi capaz de
inibir o crescimento de nenhuma das cepas de Candida albicans avaliadas.

Palavras-chave: Malvaceae, Sida santaremnensis, plantas medicinais, saponinas esteroidais;
Candida albicans.



ABSTRACT

ASSIS, E. B. ISOLATION OF STEROIDAL SAPONINS OF THE HEXANE PHASE
AND ANTIFUNGAL EVALUATION OF Sida santaremnensis (H. Monteiro). 2016. 47 f.
Trabalho de Conclusdo de Curso (Graduacdo em Farmdicia) — Universidade Federal de
Campina Grande, Cuité, 2016.

The practice of using elements of nature with the purpose of assist man kind is quite old. With
time the use of several plants for the contribution in health improvement has become more
popular in the world. In this way, the world scientific community has been working in order
to evidence the popular use of medicinal plants, therefore contributing to its safe use and
discovery of new drugs.The Malvaceae family consists of 243 genera and 4225 species, many
of which are widely used in therapy, such as emollients, anti-febrile, diuretics, anti-
inflammatories, in the treatment of rheumatism, among other applications. Aiming to
contribute to the chemotaxonomic and pharmacological profile of the Malvaceae family, this
study investigated the chemical composition of the hexane phase and evaluated the antifungal
potential of crude ethanolic extract and Sida santaremnensis phase, Malvaceae specie, present
in the Northeastern flora, which could disappear without ever have been explored
scientifically. To this end, the hexane phase was subjected to successive column
chromatography, this procedure resulted in the isolation of a steroidal saponins mixture,
identified as sitosterol 3-O-B-D-glucopyranoside and stigmasterol 3-O-f-D-glucopyranoside,
first reported in the studied species. In the antifungal activity test the inhibitory highest
concentration tested was not able to inhibit the growth of any of the analyzed strains of
Candida albicans.

Keywords: Malvaceae, Sida santaremnensis, medicinal plants, steroidal saponins, Candida
albicans.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais tem sido largamente empregado no tratamento e
prevencdo de varias doengas pela humanidade. Desde os primérdios da existéncia humana,
populacdes de todo o mundo vem utilizando plantas com fins medicinais e estes
conhecimentos foram transmitidos por geracdes até se difundirem nas civilizacdes modernas.
Dessa forma, a comunidade cientifica mundial vem trabalhando no intuito de comprovar o
uso popular de plantas medicinais, contribuindo assim para o uso seguro e a descoberta de
novos farmacos (AZEVEDO et al., 2014).

Diante da grande diversidade vegetal mundial, o Brasil € em especial um dos paises
com maiores perspectivas para exploracdo econdmica da biodiversidade, em fun¢do do
numero expressivo de espécies nativas, das excelentes condicdes climaticas e edéficas, e do
grande potencial hidrico (GUILHERMINO et al., 2012).

Nesse contexto, a regido Nordeste destaca-se por possuir rica e abundante
biodiversidade, abarcando grande variedade de tipos vegetacionais, que incluem um numero
expressivo de espécies raras e nunca estudadas, distribuidas em seus diversos biomas como
amazOnia, caatinga, cerrado e mata atlantica (FORMIGONI; XAVIER; LIMA, 2011).

Em meio a esse imenso acervo vegetal, somente uma pequena parcela tem sido
pesquisada cientificamente quanto ao seu potencial medicinal (BITENCOURT; ALMEIDA,
2014). A bioatividade das plantas medicinais € inerente a um grupo de compostos chamados
metabolitos secunddrios. Estes, sdo sintetizados pelas plantas em resposta aos estimulos
sofridos pelo meio ambiente e destacam-se pelo amplo espectro de atividades farmacoldgicas
que detém (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

A aplicagdo biotecnoldgica dos metabolitos secunddrios ndo se restringe apenas a drea
farmacéutica. Na drea agricola atuam como uma barreira a herbivoria sendo uma alternativa
aos pesticidas sintéticos (PINTO-ZEVALLOS; ZARBIN, 2013), nas industrias cosméticas,
tém desempenhado papel importante nos tratamentos estéticos (MAGALHAES; CAMARGO;
HIGUCHI, 2014), se estendendo até a aérea alimenticia, entre outros nichos mercadolégicos
(PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Os produtos naturais oferecem ampla diversidade quimica, complexidade estrutural e
poténcia bioldgica, porém, apenas cerca de 5% das espécies vegetais brasileiras foram
estudadas sobre o ambito farmacéutico (SANTOS, 2013).

Sendo assim, o estudo fitoquimico de espécies vegetais € de grande importancia, pois,

insere-se nesse meio com o objetivo de conhecer os constituintes quimicos através do
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isolamento, elucidacdo estrutural e avaliacdo das propriedades biossintéticas, permitindo a sua
utilizagdo como ponto de partida para o desenvolvimento e obten¢cdo de novos farmacos
(BRAZ FILHO, 2010).

Vislumbrando os grandes beneficios que as drogas de origem vegetal podem trazer
para a humanidade, este projeto se propde a realizar o estudo fitoquimico e avaliacdo da
atividade antifiingica de Sida santaremnensis, espécie de Malvaceae, presente na flora
nordestina, popularmente conhecida como vassourinha ou guanxuma, porém, pouco

explorada cientificamente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

= Investigar a fase hexanica e avaliar a atividade antifingica da espécie Sida
santaremnensis, visando enriquecer e contribuir para o conhecimento

quimiotaxondmico da familia Malvaceae, e quicd descobrir novos potenciais

bioativos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Isolar, purificar e determinar a estrutura dos constituintes quimicos da fase hexanica
de Sida santaremnensis através de métodos cromatograficos e espectroscopicos,

respectivamente, definindo-se, portanto, o seu perfil fitoquimico.

= Avaliar a atividade antifingica dos extratos vegetais obtidos a partir das partes aéreas

de Sida santaremnensis sobre cepas de Candida albicans.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 IMPORTANCIA DO ESTUDO DAS PLANTAS MEDICINAIS

Desde tempos imemoriais o homem busca estar em direta conexao com 0 universo
vegetal e, por meio de observacdes e experi€ncias, aprendeu a utiliza-lo para fins medicinais,
como tratamento e prevengio de vérias enfermidades (ARAUJO; LEMOS, 2015).

As plantas sao importantes fontes de substancias conhecidas como metabdlitos
secundérios. Estes compostos s3o produzidos com a func¢do de proteger a planta contra
herbivoros, ataque de patdgenos, bem como favorecé-la durante a competicio com outros
vegetais. Fatores externos como temperatura, umidade, prote¢do contra raios ultravioleta e
deficiéncia de nutrientes também sdo considerados estimulos para a producdo destes
compostos (SIMOES et al., 2010).

Os metabolitos secundérios sdo conhecidos por serem sintetizados em tipos celulares
especializados e em distintos estdgios do desenvolvimento das plantas, tornando seu
isolamento e purificacio mais dificeis. Estes constituintes quimicos sdo extremamente
diversos e produzidos em pequenas quantidades. Cada familia, género, e espécie possul sua
particularidade, caracterizando-se pela produg¢do de uma ou mais classe de metabdlitos
caracteristica, podendo ser utilizados como caracteres taxondmicos na classificagdo das
plantas (CIBELE, 2013).

As substancias oriundas do metabolismo vegetal despertam grande interesse, ndo sé
pelas atividades bioldgicas desempenhadas pelas plantas em resposta aos estimulos
ambientais, mas também pelos diversos efeitos farmacoldgicos sobre a saiide humana,
despertando a atencdo do campo cientifico para a busca de novas moléculas bioativas
(PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Além disso, possuem papel importante na drea agricola, atuando como agentes de
controle contra fitopatdgenos com potencial ecoldgico para substituir inseticidas sintéticos,
por meio da utilizacdo de extratos brutos e 6leos essenciais para a produgdo de bioherbicidas,
uma vez que esses apresentam em sua composi¢do substincias com propriedades fungicidas
e/ou fungitéxicas (MATOS, 1997).

O grande avanco cientifico e tecnoldgico da industria cosmética possibilitou que
vdrias substancias ativas oriundas do metabolismo secundério vegetal pudessem ser aplicadas
em formulacdes fitocosméticas, agregando atividades farmacoldgicas contra rugas, acne,

envelhecimento, entre outros (MAGALHAES; CAMARGO; HIGUCHI, 2014; SILVA;
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SILVA; ALBUQUERQUE, 2015). Desempenhando, portanto, papel importante por meio de
diferentes mecanismos de a¢ao nos tratamentos estéticos em geral com resultados eficientes e
satisfatorios (SILVA et al., 2015).

Destaca-se ainda a aplicacdo dessas substancias na industria alimentar, onde
apresentam elevado potencial de utilizacdo no desenvolvimento de alimentos funcionais
(OLIVEIRA, 2015). Evidenciando desta forma, a importincia sobre a valorizacdo da
agregacdo de valor econdmico aos produtos naturais e a necessidade de explorar
cientificamente a promissora diversidade vegetal brasileira, ainda pouco conhecida (SILVA;
CECHINEL FILHO, 2002).

Pesquisas para a identificacdo dos metabdlitos secundérios presentes em plantas
nativas da flora brasileira sio fundamentais para o desenvolvimento de novos farmacos.
(PEREIRA; CARDOSO, 2012). Desta forma torna-se imprescindivel realizar estudos
fitoquimicos, podendo assim, expandir uma informagdo apropriada e concreta sobre as
atividades terapéuticas e seguranc¢a no uso de plantas medicinais a populacdo (GUIZZO et al.,
2015).

A partir desses estudos, vdrias substancias farmacologicamente ativas puderam ser
identificadas e isoladas, sendo assim introduzidas na terapéutica, permanecendo até hoje
como medicamentos (PEREIRA; CARDOSO, 2012).

Uma vez elucidada a estrutura quimica de um composto biologicamente ativo, este
pode ser submetido a modificacdes estruturais com o intuito de otimizar a sua atividade
terapéutica (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Nessa perspectiva, o isolamento de substancias ativas a partir de plantas fornece
subsidio para serem utilizadas como protdtipos para a sintese de novos farmacos ou como
fonte de matérias-primas para obtencdo de adjuvantes. Permitindo ainda, avaliar seu perfil
toxicolégico (GUILHERMINO; QUENTAL; BOMTEMPO, 2012; ALMEIDA; SCHEFFER,
2012).

3.2 CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA MALVACEAE

3.2.1 Distribuicao geografica e géneros representativos

A familia Malvaceae € constituida por 243 géneros e 4225 espécies (STEVENS,

2003). Membros desta familia ocorrem por quase todas as partes do mundo, com excecao de
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regides muito frias, e sdo particularmente abundantes nas regides tropicais, principalmente na
América do Sul HEYWOOD, 1993).

Estima-se que no Brasil, a familia Malvaceae esteja representada por cerca de 68
géneros e 735 espécies, disseminadas por todas as regides do pais (BOVINI et al., 2010).
Dentre os géneros mais numerosos compondo esta familia estdo Hibiscus (300), Sida (200),
Pavonia (150), Abutilon (100), Nototriche (100), Cristaria (75) e Gossypium (40)
(STEVENS, 2003).

3.2.2 Aspectos etnofarmacolégicos e quimiotaxonomicos

Com relag@o ao uso terapéutico, algumas espécies da familia destacam-se por serem
largamente usadas como emolientes, antifebris, diuréticos, anti-inflamatoérios, no tratamento
de reumatismos, entre outras aplicacoes (AHMED; KAZMI; MALIK, 1990).

Estudos quimicos realizados com espécies de Malvaceae identificaram a presenca de
triterpenos (MEIRA-NETO; ALMEIDA, 2015), esteroides, flavonoides (CHAVES, 2012),
Oleos essenciais, sesquiterpenolactonas (SHARMA; AHMAD, 1989), é&cidos graxos
(VICKERY, 1981), alcaloides (ROLIM, 2015) entre outros, demonstrando a riqueza em

variedade de metabdlitos desta familia.
3.3 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO Sida
3.3.1 Distribuicao geografica
O género Sida apresenta ampla distribuicdo neotropical com vdrias espécies bem
representadas nas Américas. No Brasil, este género possui muitos representantes nas regides

Nordeste e Sul e, em menor propor¢do, nas regides Norte, Centro-Oeste e Sudeste

(BARACHO, 1998).
3.3.2 Aspectos etnofarmacolégicos
Espécies de Sida sao usadas na medicina popular com diversas atividades, como a

Sida acuta Burm., empregada para neutralizar o veneno da serpente Bothrops atrox, tendo

esse efeito sido confirmado em laboratério (OTERO et al., 2000).
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A Sida cordifolia L. roots., conhecida como malva branca, ¢ usada na medicina
folcldrica para tratamento de estomatites, bronquite asmdtica e congestdo nasal. Os efeitos
antiinflamatdrios e analgésicos foram investigados para o extrato aquoso desta planta,
mostrando-se bastante significativos, comprovando sua utilizacio popular. Além disso,
estudos com seu dleo essencial relataram atividade antifiingica contra a maioria das cepas
testadas (FRANZOTTI et al., 2000; NUNES et al., 2006).

A Sida rhomboidea Roxb. é uma erva encontrada em pantanos da India, cujas raizes e
folhas sdo usadas como tdnico, para cura de febres, doencas do coracdo e todos os tipos de
inflamacdo. Estudos farmacoldgicos utilizando extratos desta planta indicaram sua atividade
antinociceptiva e antiinflamatéria (VENKATESH et al., 1999).

Sida galheirensis Ulbr. ocorre em todos os estados do Nordeste do Brasil,
especialmente em meio a caatinga (SILVA et al.,, 2006). Na medicina popular, as partes
aéreas deste vegetal sdo utilizadas em forma de decocto ou xarope, no combate a tosse ou
coqueluche (AGRA et al., 2007).

Sida tuberculata R.E. Fries € utilizada para tratamento de diversas enfermidades na
cultura popular, em especial hiperglicemia e hipercolesterolemia. Estudos demonstraram que
seus extratos aquosos possuem potencial antimicrobiano contra linhagens de Candida krusei.
Além disso, a mesma apresenta acdo antioxidante e antiinflamatério significativo,

comprovando assim seu uso popular medicinal (ROSA, 2013; NORONHA et al., 2016).

3.3.3 Aspectos quimiotaxonomicos

Investigacdes fitoquimicas com espécies do género Sida mostraram a presenga de uma
variedade de metabdlitos secundarios como: dcidos graxos (SILVA et al., 2010), diterpenos
(BHATT; BAXI; PARIKH, 1983), esteroides, flavonoides (SILVA et al., 2006) e compostos
nitrogenados (PYREK; CHARI, 1983). Diante da diversidade despertou-se o interesse em
estudar uma espécie do género, a Sida santaremnensis, amplamente distribuida pela regidao

Nordeste do Brasil, porém pouco conhecida no campo cientifico.

3.4 CONSIDERACOES SOBRE Sida santaremnensis

A espécie Sida santaremnensis apresenta amplo espectro de distribuicdo geografica,
concentrando seus registros em quase todo territdrio brasileiro, entretanto ndo existe relatos

sobre sua incidéncia na regido sul do pais (BOVINI, 2010). Sdo ausentes informacgdes sobre
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suas aplica¢des medicinais populares na literatura, tendo sido escolhida para estudo com base
nas informacgdes etnobotanicas relativas a outras espécies pertencentes a0 mesmo geénero.

Os poucos estudos quimicos e farmacoldgicos realizados, demonstraram para o extrato
etandlico bruto atividade vasorelaxante (ARCANIJO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2011)
antiulcerogénica (OLIVEIRA et al., 2008), antinociceptiva (MENDES et al., 2008) e
antiedematogénica (OLIVEIRA, 2008; MOURA, 2010). Baseado nas atividades
farmacoldgicas evidenciadas nesta espécie € de grande importancia seu estudo cientifico, uma
vez que na literatura ndo ha relatos sobre seus metabdlitos secunddrios ou atividade

antimicrobiana contra Candida albicans.

3.5 SUBSTANCIAS VEGETAIS E ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

Historicamente, vdrias plantas t€ém sido utilizadas na medicina tradicional como
agentes antimicrobianos, desde entdo diversos estudos embasados nesse conhecimento
popular foram desenvolvidos com intimeras espécies, comprovando portanto, tal atividade
(MENDES et al., 2011).

Embora a industria farmacéutica tenha produzido grande variedade de antimicrobianos
com mecanismos de acdes diferentes, a utilizacdo indiscriminada e inadequada fez com que
grande parte destes perdessem muito rapidamente sua eficdcia frente ao crescente nimero de
microrganismos patogénicos resistentes, surgindo a nivel mundial como um tema de grande
interesse para a satude publica (DEUS; ALVES; ARRUDA, 2011).

As bactérias sdo organismos unicelulares e pertencem ao Reino Monera. Algumas
espécies do género Sida possuem atividade antibacteriana, como S. acuta Burm. e S.
rhombifolia L.. Além disso, estudo realizado por Karou et al. (2007) com Sida alba L.,
demonstrou significativo efeito antibacteriano em linhagens gram-positivas e gram-negativas
(KAROU, 2007; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; ROSA, 2013).

Os fungos ocupam um reino exclusivo, chamado de Reino Fungi, no qual espécies do
género Candida encontram-se inseridas de acordo com sua classificacdo taxondmica, embora
algumas espécies estejam agrupadas na subdivisdo Ascomycotina (GIOLO; VIDZINSKI,
2010; NAVES et al., 2013).

H4 um importante aumento no nimero de infec¢des flngicas, principalmente, por
espécies do género Candida. (RICHARDSON, 2005). Tais infec¢cdes envolvem um espectro
amplo de doencas superficiais e invasivas oportunistas que acometem pacientes exXpostos aos

varios fatores de risco, como a imunossupressao por vdarias causas, uso de antibidticos de
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largo espectro, queimaduras, cirurgias extensas e corticoterapia. A utilizacdo prolongada de
cateteres juntamente com a antibioticoterapia, também pode facilitar a multiplicacdo de
leveduras no trato gastrointestinal ou pele, facilitando a disseminacdo do fungo para a
corrente sanguinea, provocando um processo grave denominado de candidemia (FENNER et
al., 2006; MALUCHE; SANTOS, 2008).

Dentre os fungos do género que possui potencial patologico pode-se evidenciar a
espécie Candida albicans, sendo sua patogenicidade atribuida aos diversos fatores de
viruléncia que lhes permitem colonizar uma variedade de tecidos e disseminar-se (SARDI et
al., 2013). Entre os fatores encontram-se os mecanismos especificos e inespecificos de adesao
a substratos inertes e bioldgicos, dimorfismo, mudanca fenotipica, formagcdo de biofilme,
producdo de toxinas e enzimas extracelulares hidroliticas, tais como proteases, fosfolipases e
hemolisina e evasdo da resposta imune do hospedeiro (SAMARANAYAKE et al., 2005;
FISHER, 2011).

As infeccdes desencadeadas por essa levedura tém se mostrado como um grande
problema de saide na populacdo, embora ainda seja pouco rotineiro, alguns estudos tém
evidenciado a resisténcia de C. albicans ao fluconazol, principalmente em infegdes
recorrentes (DALAZEN et al., 2011)

Estudos demostraram acdo antifingica de algumas espécies do género Sida, sendo
assim, é de suma importancia o desenvolvimento de pesquisas voltadas para o estudo e a
avaliacdo da a¢do antimicrobiana de plantas do género em questdo, com o intuito de descobrir
novos compostos, quicd mais eficazes € menos toxicos contra microrganismos patogeénicos e

multirresistentes (GIOMBELLI, 2012).
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4 METODOLOGIA

4.1 ESTUDO FITOQUIMICO

4.1.1 Materiais

4.1.1.1 Extrativos

Os extratos e fracoes de S. santaremnensis foram preparados utilizando solventes
analiticamente puros (P.A) obtidos da marca Impex®, destacando-se o hexano, cloroférmio e
metanol.

Na evaporacdo dos solventes foi utilizado evaporador rotativo Quimis®

acoplado a
bomba de vicuo e para dissolucdo das amostras uma chapa aquecedora Thelga, modelo
TMAI10CF. As pesagens foram realizadas em uma balanca analitica Bioprecisa®, modelo FA-

2104N.

4.1.1.2 Cromatogréficos

Para iniciar o processo cromatografico foi realizada cromatografia preparativa
flash uma unica vez, na qual utilizou silica-gel como fase estaciondria e como suporte funil de
Biichner forrado com papel filtro e kitassato acoplado a bomba de vacuo da marca Exipump®.
Por conseguinte, as amostras foram submetidas a cromatografia em coluna, empregando o
sephadex LH-20 como fase fixa e como suporte coluna de vidro da marca Vidrolabor® com
volume de 25 mL.

O acompanhamento cromatogrifico foi realizado através de cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA) e para a detec¢do das amostras foi utilizado camara escura
UV (254 e 365 nm), marca Marconi®, modelo MA 544 e iodo sélido como agentes

reveladores.

4.1.1.3 Espectroscopicos

A obtencdo dos dados espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H

e RMN !*C para caracterizagio estrutural dos metabélitos secundarios isolados foi realizada
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na Universidade Federal da Paraiba (UFPB) em colaboracdo com a Prof.’. Dr.* Maria de

Fatima Vanderlei de Souza e Vicente Carlos de Oliveira Costa.

4.1.2 Métodos

4.1.2.1 Levantamento bibliografico

Durante o desenvolvimento da pesquisa foi realizada de forma continua a
atualizacdo bibliografica da espécie estudada em bases de periddicos principalmente
internacionais, como o Chemical Abstract, Biological Abstracts, NAPRALERT® ¢ Web of
Science, com a finalidade de introduzir novas ideias e conhecimentos atualizados por meio da

frequente coleta de informacdes.

4.1.2.2 Coleta e identificacdo do material vegetal

A espécie estudada Sida santaremnensis (partes aéreas) foi coletada no Parque
Piaui (Teresina-PI) em abril de 2007. Sua identificacdo botanica foi realizada pela botanica
Prof.* Dr.* Gardene Maria de Sousa, sendo uma exsicata depositada no herbario Graziella

Barroso, sob o cédigo 21867.

4.1.2.3 Obtencao e particionamento do extrato etandlico bruto de Sida santaremnensis

O material coletado foi desidratado ao ar livre, e em seguida triturado em moinho
mecanico fornecendo 2.500g do p6 da planta (Esquema 1, p. 26). Este foi submetido a
maceracdo em etanol a 96%, processo repetido por oito vezes. Posteriormente, a solugdo
extrativa foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo e o material foi colocado em
liofilizador para total eliminacdao da dgua. O EEB (105,1g) foi dissolvido em uma solugao
hidroalcéolica (MeOH:H20O, 7:3), e submetida ao particionamento com solventes em
gradiente crescente de polaridade, utilizando-se o hexano, o CH2Cl> e AcoEt, que apds
concentrados em evaporador rotativo, resultaram nas respectivas fases: hexanica (39,4g),
diclorometanica (11,1g), acetato de etila (8,9g) e hidroalcodlica (39,3g).

Como o estudo fitoquimico de uma planta demanda tempo, neste trabalho, foi

priorizado o estudo da fase hexanica.
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Esquema 1 — Obtencio e particionamento do extrato etanélico bruto de Sida santaremnensis.

[ PARTES AEREAS S. santaremnensis ]

‘ Secagem e moagem

PO
(2.500g)

‘ Maceragio-EtOH (96%)

EEB
(105,1g)

| s S a— |

F. HEXANICA { F. CH,Cl, J [ F. AcOEt } [F EtOH:H,0 }

(39,42) (1L,1g) (8,92) (39,3g)

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

4.1.2.4 Processamento cromatografico da fase hexénica de Sida santaremnensis

Para dar inicio ao processo cromatografico, parte da fase hexanica (6,42 g) foi
submetida a cromatografia preparativa flash (Coluna 1, esquema 2, p. 27) utilizando silica-gel
como fase estaciondria e como eluentes solventes de polaridade crescente. Assim, a extracao
iniciou-se com hexano puro, e em seguida hexano:cloroférmio (7:3), hexano:cloroférmio
(1:1), cloroférmio puro e por fim cloroférmio:metanol (85:15).

Por conseguinte, as fracdes resultantes foram concentradas em evaporador rotativo e
aplicadas em CCDA. A partir dos seus fatores de retencdo (Rf’s) foram reunidas as fragdes
Hex:CHCI3 (7:3) e Hex:CHCI; (1:1) mantendo a codificagdo da ultima, desta forma,
resultando em quatro sub-fracdes. A fracdo CHCI3:MeOH (85:15) por seu perfil de polaridade

e aspecto em CCDA foi selecionada para dar inicio a pesquisa (Esquema 2, p. 27).
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Esquema 2 — Processamento cromatografico da fase hexanica de Sida santaremnensis.

[ FASE HEXANICA (6,42 g) ]

Coluna 1 — Silica-gel 60

Fr. HEX Fr. HEX:CHCI; Fr. HEX:CHCI; Fr. CHCl; Fr. CHCl::MeOH
(7:3) (1:1) (85:15)

Reunido ap6s andlise em CCDA

Fr. HEX:CHCl;
(1:1)

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

A fracdo CHCl3:MeOH (85:15), pesando 1,95 g, foi aplicada em cromatografia em
coluna aberta, empregando Sephadex LLH-20 e o sistema de solventes CHCIl3:MeOH (1:1)
como fase estaciondria e movel (Coluna 2. A, esquema 3, p. 28), respectivamente, resultando
em nove sub-fragdes, apds comparacdo de seus valores de retencdo. A fracdo reunida 03/04
(0,42 g) da coluna 2.A mostrou-se interessante quando analisada por CCDA e foi
recromatografada (Coluna 2. B, esquema 3, p. 28) nas mesmas condi¢des, resultando em nove
sub-fracdes (Esquema 3, p. 28).

A fracdo 06 (0,10 g) da coluna 2. B foi submetida a cromatografia utilizando fase
estaciondria silica-gel 60 e fase movel varios sistemas de solventes com polaridade crescente
(Coluna 2. C, esquema 3, p. 28), que resultou em seis sub-fragdes. Destas, a sub-fracdo 34/35
(0,015 g) ap6s analisado por CCDA em dois sistemas de solventes distintos, mostrou-se como
uma unica mancha, sendo codificada como SS-/ e encaminhada para obtencdo de espectros

(Esquema 3, p. 28).



Esquema 3 — Processamento cromatografico da fracio cloroférmio:metanol (85:15) de Sida
santaremnensis

[ Fr. CHCls:-MeOH (85:15) ]

Coluna 2. A - Sephadex LH-20
CHCI3:MeOH (1:1) - amostra: 1,95g

01 02 06 07  08/09 10 11712 13/14

Coluna 2. B - Sephadex LH-20
CHCI3:MeOH (1:1) - amostra: 0,42 g

01 02/03  04/05 07/08  09/12 13 14 15

Coluna 2. C — Silica-gel 60
Amostra: 0,10 g

01/12 13/14  15/16  27/33 @ 36/40

S$S-1 (0,015g)

RMN de 'H e RMN '3C

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

28
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4.2 ESTUDO MICROBIOLOGICO

4.2.1 Materiais

4.2.1.1 Preparagdo dos extratos de Sida santaremnensis

Para a realizacdo dos testes antimicrobianos uma amostra do EEB e de cada fase
resultante do particionamento de Sida santaremnensis foi solubilizada com Tween 80 e dgua

deionizada, para homogeneizacao.

4.2.1.2 Padronizagdo da suspensao flingica e meio de cultura

As suspensdes flngicas foram padronizadas a partir de culturas contendo as cepas
padrao de Candida albicans American Type Culture Collection (ATCC) 76485 e 76645,
fornecidas pelo Laboratério de Microbiologia e Bioquimica no Centro de Educacdo e Saude
da Universidade Federal de Campina Grande. Para cada cepa, o inéculo foi preparado em
solucdo salina 0,.9% com o intuito de se obter uma suspensdo contendo 1- 5 x 10° unidades
formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL), a qual foi comparada sua turbidez com tubo
de 0,5 na escala de McFarland. Como meio de cultura, utilizou-se o Caldo Sabouraud

Dextrose (CSD).

4.2.2. Métodos

4.2.2.1 Microdilui¢iao em caldo

A avaliagdo da atividade antifingica foi conduzida por meio do método de
microdilui¢do em caldo, de acordo com as normas propostas pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), para determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM). Os
experimentos foram realizados em uma placa com 96 cavidades, e o extrato da planta testado
nas concentragdes de 1024 a 2 ug/mL, em dilui¢cdes seriadas 1:2. A avaliacdo da CIM foi
conduzida com aproximadamente 1-5 x 10> UFC/mL do microrganismo em cada cavidade. As
placas foram incubadas a 37°C por 24-48 horas. Apds esse periodo observou-se o crescimento
fingico visivel, sendo considerada a CIM como a menor concentracdo da substancia que

inibiu o crescimento do microrganismo. Utilizou-se CSD com o microrganismo como
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controle positivo e como controle negativo, apenas o meio CSD. Todos os testes foram

realizados em triplicata (CLSI, 2002).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2 DETERMINACAO ESTRUTURAL DE SS-1

O fracionamento da fase hexanica de Sida santaremnensis resultou no isolamento de
15 mg de um sélido branco, amorfo, que foi codificado como SS-1.

No espectro de RMN 'H de SS-1 (Figura 1, p. 32) observou-se um envelope de
absorcoes entre oy 0,56 - 2,26, tipicos de hidrogénios ligados a carbonos saturados,
caracteristico de nucleo esteroidal ou triterpénico (AHMED et al., 1992), além de sinais na
regido de hidrogénios olefinicos, sendo a absor¢do em 6 5,21 atribuida ao H6 e as absorgdes
entre 0 4,84 ¢ 5,02 atribuida aos atomos de hidrogénio H22 ¢ H23 de esteroides. A presenca
de glicose em SS-/ foi sugerida pela presenga de um sinal em & 4,30 tipico de hidrogénio
anomérico, juntamente com absor¢cdes na regido entre o 3,05 a 3,57 caracteristicos de
hidrogénios carbindlicos (KOJIMA et al., 1990; PAVIA et al., 2010).

Os espectros de RMN 3C obtidos segundo a técnica APT (Figuras 2 a 4, p. 33 e 34)
corroboraram com a proposta anterior, da presenca de unidade de glicose, ao exibir sinal em
Oc 100,85 referente ao carbono anomérico (C-1") da unidade osidica (AQUINO et al., 1988),
bem como absor¢des na regido entre dc 69,95 — 78,88, condizentes com absorcdes de
carbonos metinicos oxigenados. Uma absor¢do em oc 61,59 referente a carbono metilénico
oxigenado, confirma que a unidade osidica trata-se de uma molécula de glicose. Observou-se
também valores entre ¢ 11,80 -12,00, caracteristicos de carbonos metilicos de esteroides
(BREITMAIER; VOELTER, 1990). Absor¢des em 6c 140,05 e 6C 121,86 correspondem,
respectivamente, aos carbonos 5 e 6 do esqueleto de esteroides como o sitosterol e
estigmasterol, sendo que, para este Ultimo, observou-se ainda sinais menos intensos em Oc
138,00 e oc 129,00, referentes aos carbonos olefinicos 22 e 23, respectivamente, o que levou a
sugerir que SS-/ seria uma mistura de compostos de natureza esteroidal.

Os dados espectrais quando comparados com aqueles da literatura para o sitosterol 3-
O-B-D- glicopiranosideo e o estigmasterol 3-O-B-D-glicopiranosideo (Tabela 1, p. 35),
evidenciaram que a substincia em questdo trata-se de uma mistura dessas saponinas
esteroidais, sendo codificadas como SS-/a e SS-1b, respectivamente (Figuras 5 e 6, p. 36).

Estas substancias sdo amplamente distribuidas em plantas e, ndo raramente, siao
obtidas na forma de misturas, haja vista a dificuldade de separacdo, devido a grande

semelhanca entre as propriedades quimicas e fisicas. Na familia Malvaceae, ja foram isoladas
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em forma de mistura em algumas espécies, como Backeridesia pickelli H. Monteiro (COSTA
et al., 2007), Sida galheirensis Ulbr (SILVA et al., 2006) e Herissantia tiubae K. Shum
Brizick (SILVA et al., 2009), contudo, este é o primeiro relato em Sida santaremnensis.
Estudos demonstram que o B-sitosterol glicosilado possui atividades anti-inflamatéria,
antineoplésica, antipirética e imunomodulatéria (BOUIC et al., 1999). Apesar de ndo ter sido
encontrado na literatura relato de atividade para o estigmasterol glicosilado, para seu residuo
genina ou aglicona, sdo descritas diversas acdes, destacando-se: atividade anti-inflamatdria
(PEREIRA et al., 2006), anticancerigena, bem como antihepatotdxica, hipocolesterolémica e

sedativa (AGRICULTURAL RESEARCH SERVICES, 2009).

Figura 1 - Espectro de RMN 'H (CDCl3:MeOD, 500 MHz) de SS-1.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2016.



Figura 3 — Espectro de RMN 3 C (CDCl3:MeOD, 125 MHz) de SS-1.

Parameters

Parameter Value
origh Varian
Spectrometer WIINTS
Author wnnrl
Salvent cdcl3
Pulse Sequence APT
Number of Scans %4
Relaxation Delay 1.0000
Acquisition Time 1.0000
Acquisition Date 2015-05-20T07:29:17

Spectrometer Frequency 125.63

Spectral Width 30487.8
Lowest Freguency =2570.1
Nuckus. 13C
Acquired Sze 30488
Spectral Ske 65535

ZRERINARAH IRIEYR 38FR &
BRReenpss 229¢2 S2gg =
il T WSS VR |

1]‘

T T T
200 180 180

T T
170 160 150

T T T
140 130 120

T T T T
110 100 S0
f1 (ppm)

70 60 50 40 30 20 10 0

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Figura 4 — Expansdo do espectro de RMN *C, 10-60 ppm (CDCl3:MeOD, 125 MHz) de

SS-1.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
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Figura 6 — Expansdo do espectro de RMN !* C, 60-145 ppm (CDCl3:MeOD, 125 MHz) de SS-
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Fonte: Dados da pesquisa, 2016.



35

Tabela 1 — Dados de RMN '*C da mistura SS-71a e SS-1b (5, CDCl3:MeOD, 125 MHz) comparados
com amostras auténticas da literatura (8, CsDsN, 100 MHz).

as}
o

HO

ot

OH

29
28 /

SS-1a sitosterol 3-0-B-D- SS-1b estigmasterol 3-O-f3-
glicopiranosideo D- glicopiranosideo

C dc dc dc dc

1 37,00 37,60 37,00 37,60
2 29,33 30,30 29,40 30,30
3 75.55 78,30 75.55 78,30
4 38,60 39,40 38,60 39,40
5 140,05 141,00 140,05 141,00
6 121,86 122,00 121,86 122,00
7 31,63 32,20 31,63 32,20
8 31,62 32,10 31,62 32,10
9 49,80 50,40 49,80 50,40
10 36,60 37,00 36,60 37,00
11 19,95 21,40 19,95 21,40
12 39,50 40,00 39,40 39,90
13 42,00 42,40 41,90 42,40
14 56,40 57,00 56,50 57,10
15 24,00 24,60 24,20 24,70
16 27,80 28,70 28,50 29,40
17 56,10 56,30 56,00 56,20
18 11,80 12,00 11,90 12,30
19 18,99 19,30 18,99 19,30
20 36,00 36,50 40,00 36,90
21 18,60 19,10 21,00 21,70
22 33,40 34,30 138,00 138,90
23 26,00 26,40 129,00 129,50
24 45,20 46,10 50,90 51,50
25 28.80 29,50 31,62 32,20
26 18,80 19,50 19,90 21,40
27 19,50 20,10 19,50 20,10
28 23,00 23,40 25,00 25,80
29 12,00 12,20 12,20 12,60
r 100.85 102,60 100.85 102,60
2’ 73,30 75,40 73,30 75,40
3’ 78,88 78,70 78,88 78,70
4 69,95 71,70 69,95 71,70
5’ 76,20 78,50 76,20 78,50
6’ 61,59 62,90 61,59 62,90

Fonte: KOJIMA et al., 1990; Dados da pesquisa, 2016.
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Figura 8 —SS-/a (Sitosterol 3-O--D- glicopiranosideo)

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

Figura 10 -SS-1b (Estigmasterol 3-O-3-D-glicopiranosideo)

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.

5.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os resultados encontrados apds o teste de concentracdo inibitéria minima o extrato
etandlico bruto (EEB) e as fases hexanica (HEX), acetato de etila (AcOEt), hidroalcodlica
(EtOH:H20) e diclorometanica (CH2ClL) de S. santaremnensis ndo apresentaram atividade

antifingica nas condicdes experimentais utilizadas, uma vez que a maior concentra¢do
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inibitdria testada (1.024ug/mL) ndo foi capaz de inibir o crescimento de nenhuma das cepas de
Candida albicans (ATCC 76485 e 76645) avaliadas (Tabela 2, p. 37).

Nascimento et al. (2015) demostraram que as fases hexanica e hidroalcodlica de S.
santaremnensis, quando testadas contra Rhodotorulla spp. ndo inibiram a grande maioria das
cepas ensaiadas. Apesar desta espécie ndo ter apresentado atividade antiftingica, outras
espécies do género Sida sao documentadas com esta atividade, como Sida cordifolia L. roots,
na qual seu extrato metandlico exibiu atividade antifingica significativa contra Fusarium
verticillioides (MAHESH; SATISH, 2008). Estudo realizado por Rosa (2013) com extratos
aquosos de Sida tuberculata R.E. Fries demonstrou que a mesma possui atividade antiftingica
contra Candida krusei. Estes dados corroboram com o fato de que cada espécie apresenta suas
peculiaridades, e os fatores ambientais referentes a solo e clima podem estar interferindo

diretamente no teor de principios ativos.

Tabela 2 — Concentracdo inibitéria minima do extrato bruto e fases de S. santaremnensis, contra cepas
ATCC de Candida albicans.

. Cepas de C. albicans
S. santaremnensis

ATCC 76485 ATCC 76645
EEB > 1.024pug/mL > 1.024pg/mL
HEX > 1.024pg/mL > 1.024pg/mL
AcOEt > 1.024pg/mL > 1.024pg/mL
EtOH:H,O > 1.024pg/mL > 1.024pg/mL
CH2Cl, > 1.024pg/mL > 1.024ug/mL

Fonte: Dados da pesquisa, 2016.
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6 CONCLUSAO

O estudo fitoquimico da fase hexdnica de Sida santaremnensis possibilitou o
isolamento de uma mistura de saponinas esteroidais, identificadas como sitosterol 3-O-f-D-
glicopiranosideo e o estigmasterol 3-O-B-D-glicopiranosideo, através de métodos
espectroscépicos de RMN 'H e '*C unidimensionais e comparagio com dados da literatura.

No estudo microbiolégico, as fases e o extrato etandlico bruto de S. santaremnensis
ndo apresentaram atividade contra cepas de Candida albicans por meio do teste de
concentracdo inibitéria minima. Embora o género Sida apresente diversas atividades
terapéuticas, estudos para determinacio da CIM de espécies do gé€nero, como S.
santaremnensis ainda sao escassos, sendo inéditos na literatura resultados da a¢do antiftingica
de S. santaremnensis contra cepas de Candida albicans.

Este trabalho fornece importantes conhecimentos sobre a espécie estudada,
despertando o interesse para estudos em outras dreas. O isolamento dessa mistura de
substancias contribui para o enriquecimento quimiotaxondmico da familia Malvaceae e

melhor conhecimento de uma espécie pertencente a vegetacdo do Nordeste Brasileiro.
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