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RESUMO

SOBREIRA, Ana Laura de Cabral. Definicdo do perfil fitoquimico por LC/MS e primeiros
metabolitos isolados de Sida planicaulis Cav. (Malvaceae) e atividade antimicrobiana. 119
p. Dissertagdo (Mestrado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa, 2019.

Considera-se que a utilizacdo milenar das plantas medicinais com a finalidade de curar as
enfermidades da humanidade, proporcionou um vasto conhecimento sobre as acOes terapéuticas
e a toxicidade de determinadas espécies. Apesar da riqueza da flora brasileira, nos tltimos 20
anos, o numero de informacdes sobre plantas medicinais tem crescido apenas 8% anualmente.
Buscando contribuir para esse enriquecimento cientifico, o presente estudo realizou um
trabalho fitoquimico pioneiro da Sida planicaulis Cav., visando a descoberta de seus
constituintes quimicos e acdo antimicrobiana, e assim colaborar com o enriquecimento
guimiotaxénomico da familia Malvaceae. Para atingir estes objetivos fez-se uso de técnicas
cromatograficas e espectroscépicas, utilizando Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), uni e
bidimensionais, e Espectrometria de Massas. Com a metodologia utilizada foi possivel isolar
uma cumarina (Esculetina) e um alcaloide (Sal da criptolepina), e identificar por FIA-ESI-IT-
MS oito metabolitos secundarios, entre eles &cidos fendlicos e flavonoides glicosilados, por
exemplo: tilirosideo, rutina e astragalina. Entre as amostras que foram testadas sua atividade
antimicrobiana, o sal da criptolepina foi 0 que apresentou uma CIM mais promissora frente as
cepas Candida albicans LM-38, Escherichia coli LM-35, Cryptococcus gatti IHCQS-40113,
Cryptococcus neoformans LM-49 e Candida albicans ATCC-60193, tendo uma atividade
farmacoldgica considerada Otima a moderada, podendo assim ser alvo de futuros testes

microbioldgicos.

Palavras-chave: Sida planicaulis; Fitoquimica; FIA-ESI-IT-MS; Antimicrobiano.



ABSTRACT

SOBREIRA, Ana Laura de Cabral. Definition of the phytochemical profile by LC/MS and
the first metabolites isolated from Sida planicaulis Cav. (Malvaceae) and antimicrobial
activity. 119 p. Master’s Thesis (Graduate Program in Natural Products and Synthetic
Bioactive) — Center of Health Sciences, Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa, 2018.

It is considered that the millennial use of medicinal plants for the purpose of curing the diseases
of mankind, has provided a vast knowledge on the therapeutic actions and the toxicity of certain
species. In spite of the richness of the Brazilian flora, in the last 20 years, the number of
information on medicinal plants has grown only 8% annually. Aiming to contribute with that
scientific enrichment, the present study carried out a pioneering phytochemical work of Sida
planicaulis Cav., aiming at the discovery its chemical constituents and antimicrobial action,
and thus collaborate with the chemotaxonomic enrichment of the Malvaceae family. In order to
reach these objectives, we used chromatographic and spectroscopic techniques, using Nuclear
Magnetic Resonance (NMR), uni and bidimensional, and Mass Spectrometry. With the
methodology used it was possible to isolate a coumarin (Esculetin) and an alkaloid (Salt of
cryptolepin) and to identify by FIA-ESI-IT-MS eight secondary metabolites, among them
phenolic acids and glycosylated flavonoids, for example: tilirosideo, rutin and astragalin.
Among the samples that tested its antimicrobial activity, the salt of cryptolepin was the most
promising MIC against Candida albicans LM-38, Escherichia coli LM-35, Cryptococcus gatti
IHCQS-40113, Cryptococcus neoformans LM-49 and Candida albicans ATCC-60193, having
a pharmacological activity considered to be optimum to moderate, and may therefore be the

target of future microbiological tests.

Keywords: Sida planicaulis; Phytochemical; FIA-ESI-IT-MS; Antimicrobial.
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1- INTRODUCAO

Considera-se que a utilizacdo milenar das plantas medicinais com a finalidade de curar
as enfermidades da humanidade, proporcionou um vasto conhecimento sobre as agdes
terapéuticas e a toxicidade de determinados espécies. Apesar do uso tradicional das plantas,
apenas um namero relativamente pequeno da biodiversidade das espécies presentes no planeta
possui estudos que comprovam sua aplicacdo terapéutica, eficacia e seguranca (FIRMINO et
al., 2011).

O uso é das plantas medicinais € uma pratica milenar, sendo ainda hoje um dos
principais recursos terapéuticos utilizados por comunidades e grupos étnicos. Apesar disso,
essas preparaces ndo possuem certificado de qualidade e sdo produzidas a partir de plantas
cultivadas, o que descaracteriza a medicina tradicional que utiliza, quase sempre, plantas da
flora nativa (SIMOES; ALMEIDA, 2015). Em paises considerados em desenvolvimento, este
tipo de terapia € utilizado na atencao primaria por cerca de 70% a 90% da populacdo. Da mesma
forma ocorre, com os paises industrializados como Alemanha e Canada, onde aproximadamente
70 a 90% de sua populacéo fazem uso de produtos da medicina tradicional (BRASIL, 2012).

Para OMS planta medicinal é “todo ¢ qualquer vegetal que possui, em um ou mais
Orgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores
de farmacos semi-sintéticos”. A diferenca entre planta medicinal e fitoterapico reside na
formulacdo especifica da planta, que caracteriza um fitoterapico. Os fitoterapicos se destacam
por representarem uma parcela significativa no mercado de medicamentos. Globalmente, o
setor movimenta US$ 21,7 bilhGes por ano. No entanto, ndo existem no Brasil dados oficiais
atualizados, embora, estima-se que esse mercado movimente cerca de US$ 160 milhGes por
ano. As vendas de fitoterapicos tem crescido 15% anuais, contra 4% das vendas dos
medicamentos sintéticos. Em toda a cadeia produtiva, o setor de medicamentos fitoterapicos
movimenta anualmente em torno de R$ 1 bilhdo (CARVALHO et al., 2008) e segundo a
Associacao Brasileira das empresas do setor fitoterapico, suplemento alimentar e promocéo de
salde (ABIFISA), as industrias farmacéuticas iriam investir pelo menos R$ 332 milhdes em
pesquisa e desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos até 2016 (FOLHA DE SAO
PAULO, 2015).

O Brasil é detentor da maior diversidade genética do mundo, com cerca de 55 mil
espécies catalogadas (de um total estimado entre 350 a 550 mil), e apresenta enorme tradicéo

no uso das plantas medicinais vinculada ao conhecimento popular transmitido entre geragdes
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(FONSECA, 2012). Apesar da riqueza da flora brasileira, nos ultimos 20 anos, o numero de
informacdes sobre plantas medicinais tem crescido apenas 8% anualmente (FONSECA, 2012).
Atualmente as plantas medicinais constituem uma das principais fontes de substancias
ativas com potencial terapéutico para uma variedade de patologias, no entanto, seu uso
indiscriminado pela populacdo é preocupante e em fungdo disto, as diversas formas de
utilizacdo das espécies vegetais tem sido alvo de inumeros estudos cientificos no intuito de
investigar sua composicdo quimica, farmacoldgica e toxicoldgica (GRUNER et al, 2012).

Na busca por substancias ativas responsaveis pelas atividades de algumas plantas
medicinais, um dos principais aspectos a serem observados consiste nas informacfes da
medicina popular. O conhecimento etnofarmacoldgico de algumas espécies despertam o
interesse em pesquisas na area da fitoquimica e farmacologia, tendo a primeira por objetivo
conhecer 0s constituintes quimicos das espécies vegetais ou avaliar sua presenca nos mesmos.
Quando ndo se dispde de estudos quimicos sobre a espécie de interesse, a analise fitoquimica
pode identificar os grupos de metabdlitos secundarios relevantes (SIMOES, 2010).

Espécies pertencentes a familia Malvaceae tem despertado nos pesquisadores o interesse
em estuda-las devido a grande a variedade das suas classes de constituintes quimicos.

A composicdo quimica da familia Malvaceae é bastante diversificada, permitindo a
identificacdo de flavonoides, com destaque para os glicosilados e sulfatados, triterpenos, acidos
graxos, alcaloides, cumarinas, entre outros (TELES et al, 2015; SILVA et al, 2009; CHAVES
etal, 2013 e 2017). Estes metabolitos presentes na familia Malvaceae sdo responsaveis por suas
atividades farmacoldgicas, entre elas: antimicrobiana, vasorelaxante, antiasmatica,
anticonvulsivante (CHATTERJEE, 2003; SILVA et al, 2005; SOUSA et al, 2006; TELES et
al., 2014; GAO et al, 2015; GOMES et al., 2015; CHAVES et al., 2017).

Dentre os constituintes presentes no género Sida podemos destacar a presenca de
alcaloides indolicos e quinazolinicos, B-feniletilaminas (PRAKASH et al., 1981), alcaloides
indoquinolinicos, lignoides, alcamidas (KAROU et al., 2007), esteroides, flavonoides , acidos
fendlicos, compostos porfirinicos (SILVA et al., 2006; CHAVES et al., 2013), ecdiesteroides
(WANG, et al., 2008). Na medicina tradicional, espécies de Sida sao utilizadas contra
disenteria, asma e gonorreia (CHOPRA et al., 1958), dor e inflamagdo (FRANZOTTI et al.,
2000), febre, dor de cabeca, constipacgdes, insuficiéncia renal (COEE E ANDERSON, 1996).

A importancia do estudo com plantas medicinais e a riqueza de constituintes quimicos
com atividade bioldgica presentes em espécies do género Sida, juntamente com a necessidade
de fortalecer o uso tradicional e evidenciar de forma cientifica os achados deste género,

despertou 0 nosso interesse em realizar o estudo fitoquimico pioneiro da Sida planicaulis Cav.,
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visando a descoberta de seus constituintes quimicos e assim colaborar com o conhecimento

quimiotaxénomico da familia Malvaceae.



2. Objetivos

Gt~ 2 AL ==
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2.1. Objetivo Geral

Realizar um estudo fitoquimico com a espécie Sida planicaulis vislumbrando encontrar
compostos que apresentem atividades farmacoldgicas e contribuindo, portanto, de forma direta

para o conhecimento quimiotaxonémico da familia Malvaceae.

2.2. Objetivos especificos

< lIsolar substancias do extrato e fases obtido das partes aéreas de Sida planicaulis

utilizando métodos cromatogréficos;

<2 Identificar metabdlitos de Sida planicaulis por métodos de Ressonancia Magnética

Nuclear de *H e 3C e bidimensionais:

< Identificar metabolitos de Sida planicaulis por Espectrometria de massas usando a
técnica hifenada LC-MS (FIA-ESI-IT-MS).

<2 Avaliar a atividade antimicrobiana de Sida planicaulis utilizando para tanto o Extrato
Etandlico Bruto das suas partes aéreas, as fases hexanica, cloroférmica, acetato de
etila e hidroalcodlica e também das substancias isoladas, determinando sua

concentracdo inibitéria minima (CIM).
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2. Fundamentacao teorica
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3.1 Consideracdes gerais sobre a familia Malvaceae

Para o Sistema APG IV (Angiosperm Phylogeny Group) (2016) a familia Malvaceae
sensu lato (s.l.) inclui nove subfamilias (Bombacoideae, Brownlowioideae, Byttnerioideae,
Dombeyoideae, Grewioideae, Helicteroideae, Malvoideae, Sterculioideae e Tilioideae) (Figura
1, pag. 26).

Figura 1. Classificacdo filogenética das Angiospermas

Grewioideae
Byttnericideae
Sterculicideae
Tilioideae
Dombeyoideae Malvaceae
Brownlowioideae

Helicteroideae

Malvoideae

Bombacoideae

Fonte: Angiosperm Phylogeny Website, 2018.

A familia Malvaceae é constituida por 250 géneros e mais de 4230 espécies
(CARVALHO e GAIAD, 2015). Membros desta familia ocorrem por quase todas as partes do
mundo, com exce¢do de regibes muito frias, possuindo distribuicdo predominantemente

pantropical (Figura 2, pag. 27).

Estima-se que no Brasil a familia Malvaceae esteja representada por cerca de 80
géneros e 765 espécies, disseminadas por todas as regides do pais, principalmente Nordeste e
Sul, apresentando 9 géneros e 406 espécies endémicas (BOVINI et al., 2010; BOVINI et al.,

2015A). Dentre 0s seus géneros mais numerosos estdo Hibiscus (300 espécies), Sida (200
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espécies), Pavonia (150 espécies), Abutilon (100 espécies), Nototriche (100 espécies), Cristaria
(75 espécies) e Gossypium (40 espécies) (STEVENS, 2003).

Figura 2: Distribuicdo geogréafica da familia Malvaceae no mundo.

1-9

10-939
I 100 - 993
I 1000 -9999
M 10000-99999
W 100000 +

Fonte: www.tropicos.org, 2018.

Os representantes desta familia se apresentam na forma de ervas, lianas, arbustos e
arvores de pequeno e grande porte (GRINGS e BOLDRINI, 2013).

A familia Malvaceae é constituida de géneros que possuem consideravel valor
econdmico, e tem importancia na industria téxtil (Gossypium, Sterculia, Guazuma e Pterygota),
na ornamentacdo (Ceiba e Hibiscus), além de algumas espécies com valor medicinal, como
Malva sylvestris, expectorante e anti-inflamatorio, Verbena officinalis, laxante e Ecballium

elaterium, anticancerigena (BOVINI, 2010).

Os dois géneros mais representativos desta familia, Hibiscus e Sida, apresentam
atividade farmacoldgica comprovada com estudos cientificos crescentes ao longo dos anos, o
que corrobora com o uso da medicina tradicional. O género Hibiscus possuem ac¢ao antitumoral,
anticonvulsivante, antitussigeno, laxante, hipolipemiante, hipotensor e o género Sida
antiinflmatdria, hepatoprotetora, antimicrobiana, vasorelaxante e analgésica, por exemplo
(SREEDEVI et al. 2009; TERNIKAR et al., 2010; HERNANDEZ; HERRERA, 2011;
KUMAR; SINGH, 2012; REDDY et al., 2012; CHAVES et al., 2013; MOMIN et. al., 2014;
CHAVES et al., 2017).

Dentre as espécies brasileiras de valor econdmico expressivo, destacam-se Theobroma
cacao L. e Theobroma grandiflorum L. (cacau e cupuagu, respectivamente), que ocorrem
principalmente nas regides Norte e Nordeste do Brasil, onde seus produtos e derivados séo


http://www.tropicos.org/
http://www.tropicos.org/
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encontrados em grande abundancia e apresentam grande importancia na industria alimenticia
(SILVA, LIMA, LANDA, 2007).

3.2 Consideragdes Quimiotaxonémicos da familia Malvaceae

A familia Malvaceae apresenta uma grande diversidade de metabolitos secundarios
descritos na literatura, que se distribui de forma ndo uniforme pelos seus géneros e apresentam
adaptacGes e mudancas de constituintes de acordo com cada espécie. Alguns constituientes sdo
encontrados com mais frequéncia nas espécies da familia, podendo dar destaque para os &cidos
graxos, terpenos e principalmente os flavonoides simples, glicosilados e sulfatados, sendo
também identificados nos géneros cumarinas, alcaloides, feofitinas e amidas, por exemplo
(SILVAetal., 2009; CAVALCANTE etal., 2010; GOMES et al., 2011; CHAVES etal., 2013;
TELES et al., 2015).

Os é&cidos graxos constituem importantes marcadores quimiotaxonémicos para suas
espécies, entre estes estdo: acido palmitico, acido estearico, acido oleico, acido linoléico
(SILVA et al., 2010), os acidos ciclopropenoicos: malvalico e esterculico, dihidrosterculico e
dihidromalvélico (DOWDA; FARVE, 2013).

Em espécies da familia Malvaceae foram encontrados diferentes esqueletos de terpenos,
como o0s sesquiterpenoides do tipo cadineno (STIPANOVIC et al.,, 1980), lactonas
sesquiterpénicas de espécies de Abutilon spp (SHARMA; AHMAD, 1989) e triterpenos
isolados de géneros diversos, como Wissadula (TELES et al., 2014) e Sidastrum (TELES et al.,
2015).

Os compostos fendlicos apresentam uma ampla distribuicdo no reino vegetal e a
existéncia de grupos hidroxilas em seu esqueleto quimico os tornam propensos a doar um
radical hidrogénio ou um elétron para um radical livre e um sistema aromatico conjugado que
permite a deslocalizacdo de um elétron ndo emparelhado, e esta caracteristica garante aos
compostos fendlicos uma atividade redutora de radicais livres (DAI; MUMPER, 2010),
apresentando assim uma atividade antioxidante.

Os derivados do acido hidroxibenzoico e do acido hidroxicinamico podendo citar entre
estes as antocianinas e os flavondis, sdo importantes compostos fendlicos. Os flavonodides séo
capazes de inibir a oxidacdo de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), além de reduzirem
significativamente as doencas tromboticas, sendo assim reconhecidamente agentes com poder
antioxidante (WANG et al., 2016).

Entre os principais metabdlitos secundérios isolados de espécies da familia Malvaceae

estdo os flavonoides, que se apresentam na forma de aglicona, como canferol, luteolina e
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quercetina (COSTA et al., 2009; VADIVEL, 2016) ou glicosilados, com um ou mais unidades
de acglcar no seu esqueleto, por exemplo, o canferol 3-O-B-D-(6’’-E-p-cumaroil) glicosideo
(tilirosideo) e o canferol 3-O-B-D-glicopiranosideo (astragalina) (COSTA et al., 2009;
CASEMIRO-JUNIOR et al., 2013; MAZZOTTI et al, 2015, ROLIM, 2015). Os flavonoides
sulfatados geralmente se apresentam com uma ou mais unidade de sulfato, onde cita-se como
exemplo a 5-hidroxi-4’-metoxi-7-O-sulfato-flavona (acacetina-7-O-sulfato) (Wissadulina) e
5,7-di-hidroxi-4’ metoxi-8— O-sulfato flavona (Caicoina) isolados pela primeira vez na
literatura de Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl, que exibiram atividade inibitoria contra
células tumorais (TELES, et al 2015b), considerados um grupo de substancias incomuns e
pouco relatado em espécies da familia Malvaceae.

Os flavonoides possuem um padrdo de fragmentacdo C-glicosil e O-glicosil. Os
flavonoides C-glicosideos sdo estaveis a hidrolise acida, devido a ligagdo C-C glicosidica, e as
principais fragmentacdes acontecem no agucar, que possui as ligagdes mais fracas (ABAD-
GARCIA et al., 2009); (FERRERES et al., 2012). Flavonoides O-glicosideos se ligam a um
acucar com formacdo de uma ligacdo glicosidica O-C acido labil. A fragmentacdo desses
flavonoides envolve clivagem na ligacdo O-glicosidica, com um concomitante rearranjo-H, que
leva a eliminacdo do residuo de sacarideo (GOUVEIA; CASTILHO, 2010; GOUVEIA;
CASTILHO, 2011; ORHAN et al., 2013). Para os flavonois, as posices 3-OH e 7-OH séo
locais de glicosilagdo regular (ABAD-GARCIA et al., 2012).

Por apresentarem uma grande diversidade estrutural os flavonoides apresentam também
atividade farmacologica diversificada e se destacam como alvos de estudos cientificos que
procuram aprofundar o seu emprego terapéutico: vasorelaxante (CHAVES et al., 2013;
CHAVES et al., 2017), espasmolitica, leishimanicida (TELES et al., 2015b), antioxidante
(SILVA et al., 2006; PUGLIESE, 2010), antifangico (MING, D. S. et al., 2005),
anticancerigeno (WANG et al., 2004; TELES et al., 2015), antiinflmatoria (TELES et al.,
2016), hepatoprotetor (GONZALEZ et al., 2017), entre outros fungbes (MATSUDA et al.,
2002; TOKER et al., 2004; BOURICHE et al., 2005; GOMES et al., 2005; SILVA et al.
2005).

Em pesquisa de quimica de produtos naturais desenvolvidos sob orientacéo da Profa.
Dra. Maria de Fatima Vanderlei de Souza/UFPB com 17 espécies da familia Malvaceae foram
isolados diversas classes de constituintes quimicos, sendo o tilirosideo identificado em 14
espécies dessa familia, levando a sugerir que essa substancia pode ser considerado o marcador
guimico de Malvaceae: Herissantia tiubae (SILVA et al., 2005), Sida galheirensis (SILVA et
al., 2006), Bakeridesia pickelii (COSTA et al., 2007), Herissantia crispa (COSTA et al., 2009);
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Sidastrum paniculatum (CAVALCANTI et al., 2010), Sidastrum micranthum (GOMES et al.,
2011), Pavonia cancellata (CASIMIRO Jr. et al., 2013); Pavonia malacophyla
(GUALBERTO, 2013), Sida rhombifolia (CHAVES et al., 2013), Pavonia glazioviana
(MAZZOTI et al., 2015), Wissadula peripecifolia (TELES et al., 2014), Whalteria viscosissima
(ROLIM et al., 2016), Helicteris velutina (FERNANDES et al., 2018).

3.3 Consideragdes gerais do género Sida

O género Sida apresenta ampla distribuicdo neotropical por todo 0 mundo, compreende
aproximadamente 250 espécies distribuidas nas Américas, Africa, Asia, Australia e llhas do
Pacifico, tendo 2/3 descritas na América (Figura 3, pag. 30) (STEVENS, 2003; SILVA et al.,
2006). No Brasil, foram identificadas cerca de 95 espécies, destas 57 sdo endémicas,
encontradas mais facilmente nas regides Nordeste e Sul e, em menor proporc¢do, nas regides
Norte, Centro-Oeste e Sudeste (BOVINI, 2018).

As plantas deste género séo ervas anuais ou perenes, na forma de arbustos, com 0,5 -
2,0 m de altura, com pélos estrelados, simples e/ou granulares. Suas folhas s&o simples, com
aspecto de ovado a lanceolado, lIamina foliar inteira e sem nectarinas foliares. As flores séo
solitarias ou emparelhadas, axilares ou subterminais com céalice campanulado ou em forma de
taca (TANG et al., 2007; KRAPOVICKAS, 2006; FRYXELL, 1992; FRYXELL, 2009).

Figura 3: Distribuicdo geografica do género Sida no mundo.

-
-

Fonte: Discover Life, 2018.

Na medicina tradicional as espécies de Sida sdo utilizadas contra disenteria, asma e
gonorreia (CHOPRA et al., 1958), analgésica e anti-inflamatoria (FRANZOTTI et al., 2000),
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inflamacéo, febre, dor de cabeca, constipacdes, insuficiéncia renal (COEE e ANDERSON,
1996), anti-hipertensiva (CHAVES et al., 2017).

Cientificamente, algumas espécies de Sida (Quadro 1, pag. 32) tém comprovagdes bem
significativas, por exemplo, Sida cordifolia atuando como diurética, laxativa e hipoglicemiante
(KANTH e DIWAN, 1999) e contra lesdo no miocardio (KUBAVAT e ASDAQ, 2009), Sida
galheirensis com atividade antioxidante (SILVA et al., 2006), Sida acuta como antibacteriana,
antiplasmodial, antioxidante e citotoxica (KAROU et al. 2007) e Sida rhombifolia com
atividade vasorelxante (CHAVES et al., 2013 e 2017).

Aproximadamente 142 constituintes quimicos foram identificados a partir de diferentes
espécies de Sida (Quadro 2, pag. 35), com predominancia das classes: alcaloides, flavonoides
e ecdisteroides (DINDA et al., 2015). E relatado na literatura a presenca de alcaloides indélicos
e quinazolinicos, B-feniletilaminas (PRAKASH et al., 1981), alcaloides indoquinolinicos
(CHAVES et al., 2013 e 2017), lignoides, alcamidas (KAROU et al., 2007; CAVALCANTE et
al., 2010; TELES etal., 2016), esteroides, flavonoides, acidos fendlicos, triterpenos, compostos
porfirinicos (SILVA et al., 2006, CHAVES et al., 2013; TELES et al., 2014, 2015 e 2016) e
ecdiesteroides (WANG et al., 2008).



Quadro 1. Alguns constituintes quimicos isolados do género Sida e suas atividades bioldgicas e/ou farmacoldgicas relatadas na literatura.

NOME CIENTIFICO CONSTITUINTE QUIMICO ATIVIDADE BIOLOGICA REFERENCIAS
Efedrina (1) Gunatilaka et al., (1980)
Criptolepina Antimalérica Banzouzi et al., (2004)
Quindolinona (2) Jang et al., (2003)
Criptolepinona Jang et al., (2003)
. Quindolina (3) Jang et al., (2003)
Sida acuta Canferol-3-O-4-D glucopyranoside Ahmed et al., (2011)
Canferol-3-O-a-L-rhamnopiranosil-
S-D-glicopiranosideo (4) P Ahmed etal., (2011)
20-Hidroxiecdisona Dinan et al., (2001)
Evofolino - A (5) Citotoxico Jang et al., (2003)
Sida carpinifolia Ecdisterone Pandit et al., (1976)
Swainsonina (6) Bedin et al., (2009)
S — Fenetilamina Ghosal et al., (1975)
Hipaforina (7) Ghosal et al., (1975)
Vasicina Ghosal et al., (1975)
Sida cordifolia Vasicinol (8) Ghosal et al., (1975)
5,7-Dud;:)X|-3-|sopren|I Analgésica e Antiinflamatoria Sutradhar et al., (2008)
avona
5-Hidroxi-3-isoprenil flavona (9) Analgésica e Antiinflamatéria Sutradhar et al., (2008)
Sida filicaulis Ecdisona Dinan et al., (2001)
Acido salicilico (10) Silva et al., (2006)
Sida galheirensis Stigmasterol-3-O-4-D Chaves et al., (2013)
glucopiranosideo
6,7-Dimethoxi cumarina (11) Silva et al., (2006)




5,4'-Diidroxi-3,7,3'-trimetoxi flavona

Silva et al., (2006)

Sida glutinosa

Glutinosideo (12)

Antioxidante

Das et al., (2011)

Crisina Antioxidante Das et al., (2012)
Campesterol (13) Das et al., (2011)
p-Sitosterol Das et al., (2011)

24(28)- Diidromaquiisterona A (14)

Antioxidante

Das et al., (2011)

Sida hermaphrodita

Acido glutamico

Ligai e Bandyukova

(1990)
Acido clorogénico (15) Ligal e(lngg)yUkova
Escopoletina-7-O-4-D Ligai e Bandyukova
glicosideo (16) (1990)
Rutina Ligai e(lngg)yukova
Herbacetina (17) Ligai e(lngg)yukova

Sida rhombifolia

Criptolepinona

Vasorelaxante

Chaves et al., (2013)

Acacetina (18)

Chaves et al., (2013)

20-Hidroxiecdisone

Jadhav et al., (2007)

Feofitina A (19)

Chaves et al., (2013)

p-Sitosterol

Antibacteriana

Woldeyes et al., (2012)

Fenileti-B-D-glicopiranosideo (20)

Larvicida

Ekramul et al., (2003)

Sida spinosa

p-Sitosterol-3-0O-4-D

Darwish e Reinecke

glicopiranosideo (2003)
. Darwish e Reinecke
Triacontane (21) (2003)

Turkesterone

Darwish e Reinecke
(2003)
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Sida szechuensis

Ecdisona (22)

Yao e Xu (2000)

Sida veronicaefolia

Estigmasterol

Goyal e Rani (1988)

p-Sitosterol (23)

Goyal e Rani (1988)

Campesterol

Goyal e Rani (1988)

Colesterol (24)

Goyal e Rani (1988)
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Quadro 2: Alguns Constituintes quimicos isolados do género Sida citados no Quadro 1.
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3.4 Consideracdes sobre a espécie Sida planicaulis Cav.

Sida planicaulis Cav. € uma espécie com distribuicdo pantropical, estendendo-se pela
América, principalemente no Brasil, com poucos registros pela Asia (KRAPOVICKAS, 2003).
No Brasil, € encontrada em todas as regides, exceto no Norte, sendo mais comum nas regides
Sul e Sudeste do pais (BOVINI, 2013). E conhecida popularmente como vassoura/guanxuma
ou mata-pasto e utilizada na medicina tradicional para tratar dor no corpo (BRITO e SENNA-
VALLE, 2012; COSTA, 2002).

Possui aspecto de arbusto ou subarbusto ereto de 0,5-1,8 m, com folhas disticas,
lamina foliar 2,5-9 x 1-4,5 cm, verde concolor, membranacea e lanceolada, apresentando base
aguda a obtusa, com apice agudo, margem serreada, ciliada e tricomas simples (BOVINI,
2010).

Sobreira et al., (2018) relataram a presenca de alguns metabdlitos secundarios
presentes na espécie, como por exemplo flavonoides, alcaloides, esteroides e triterpenos, onde
0 estudo também mostra que a espécie ndo teve atividade antiflgica sobre as cepas testadas de
fungos leveduriformes e filamentosos.

A diversidade de constituintes quimicos isolados do género Sida, suas indmeras
atividades farmacologicas e apenas a existéncia de uma citacdo cientifica (SOBREIRA et al.,
2018) sobre a espécie Sida planicaulis (Figura 4, pag. 38) despertaram a nossa curiosidade por
pesquisa-la. Para obter os conhecimentos quimicos desta espécie foram utilizadas fitoquimica
classica como cromatografia em coluna e técnicas avangadas como a espectrometria de massas
(EM).

No que tange a sua acao bioldgica foram avaliados sua atividade antimicrobiana frente
as cepas Staphylococcus aureus (ATCC-25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC-25853),
Escherichia coli (ATCC-18739), Escherichia coli (LM-35), Candida albicans (ATCC-60193),
Candida albicans (LM-38), Candida tropicalis (ATCC-13803), Cryptococcus gatti (INCQS-
40113), Cryptococcus neoformans (FCF-119-38), Cryptococcus neoformans (LM-49),
Aspergillus flavus (ATCC-1303), Aspergillus niger (LM-23).



38

Figura 4: Sida planicaulis Cav.

Fonte: REFLORA, 2018.

3.5 Consideracdes gerais sobre Espectrometria de Massas (EM)

Nas Ultimas décadas houve rapido avanco no desenvolvimento de técnicas
espectrométricas de massa permitindo a analise de produtos naturais de baixo peso molecular
com propriedades fisico-quimicas diferenciadas (GROSS, 2011).

A espectrometria de massa apresenta uma versatilidade para diferentes areas de
utilidades baseada na possibilidade de aplicacdo de diferentes fendbmenos fisicos para a
ionizacdo de moléculas analisadas, geracdo de seus fragmentos e separacdo dos ions criados
(GROSS, 2011). O que torna simples a realizacdo de analises de compostos presentes em
misturas complicadas obtidas ap0s extracdo de produtos naturais € a sua facilidade de
hifenizacdo de espectrdmetros de massa com diferentes instrumentos.

Durantes os Ultimos anos a espectrometria de massa teve uma grande quantidade de
métodos empregados em diferentes areas das ciéncias bioldgicas relacionadas a biomedicina,
agricultura, problemas ambientais e ecoldgicos (STOBIECKI; KACHLICKI e JELEN, 2012).

A Espectrometria de massas é uma técnica analitica de grande valor em que moléculas
em uma amostra sdo convertidas em ions em fase gasosa, que em seguida sdo separados no
espectrometro de massas de acordo com sua razdo massa (m) sobre a carga (z), m/z (WILSON
e WALKER, 2010).

O espectrdmetro de massas € composto por uma fonte de ionizag¢do, um analisador e
um detector. Ao chegar a fonte de ionizacdo as moléculas da amostra sdo transformadas em
ions em fase gasosa, desta forma as particulas se tornam carregadas, positivo ou negativamente,
0s quais sdo acelerados por um campo eletromagnético para alcangar o analisador de massa.
Neste compartimento, os ions da amostra sdo separados levando em consideragdo sua razdo

massa/carga (m/z), processo que ocorre em alto vacuo. O detector é o Gltimo moédulo de um
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espectrOmetro de massas, ele registra a carga ou a corrente que é produzida quando o ion atinge
ou atravessa a sua superficie, de acordo com a separacdo realizada pelo analisador, obtendo-se
desta forma o espectro de massas (PAVIA et al., 2010; LANCAS, 2009).

Entre os tipos de ionizacdo que podem ser utilizadas na EM, a lonizacéo por eletrospray
(ESI) € a forma mais empregada no acoplamento LC-MS e que possibilita a formacdo de ions
na pressdo atmosférica ao invés de vacuo. Durante este processo, a amostra é dissolvida em um
solvente e pressurizada em um tubo capilar, que recebe uma voltagem entre 3.000 e 5.000 V.
O liquido que emerge do capilar na forma de aerossol tem suas goticulas dessolvatadas (perdem
incessantemente o solvente) e assim os ions formados, pelo efeito da atracdo eletrostatica e pelo
vacuo, avangam para o espectrometro de massas. A ESI é uma técnica que permite a geracdo
de ions protonados [M+H]" e ions desprotonados [M-H]" no modo positivo e negativo
respectivamente (LANCAS, 2009).

O lon Trap é um analisador sensivel de massas que usa um campo elétrico oscilatério
para armazenar ions. O principio de operacdo do lon Trap se da pelo uso de campo quadrupolar
de radio frequéncia que aprisiona ions em duas ou trés dimensdes (GROSS, 2011). Este
analisador possui uma configuragdo chamada por “tandem-in-time”, que se refere a selecdo de
ions pais e sua subsequente fragmentacdo dentro do mesmo analisador (MONTORO et al.,
2010). Essa andlise seriada permite que seja obtido informacdes estruturais fundamentais para
que assim a identificacdo dos constituintes quimicos analisados seja realizada com mais
facilidade.

O modo negativo foi escolhido devido ao conhecimento prévio da presenca de
flavonoides na familia e no género ao qual Sida planicaulis pertence e que essa classe de
metabdlitos ioniza facilmente pela desprotonacdo das hidroxilas fendlicas.

Quando comparado com outros métodos de deteccdo, a EM nédo apenas permite a
determinacdo da estrutura quimica de compostos naturais com estruturas conhecidas e
desconhecidas, mas tambem oferece excelente sensibilidade a baixa quantidade de amostras em
um tempo de analise relativamente curto, aléem de desempenhar um papel importante na triagem
de flavondides e outros compostos fenolicos (TIBERTI et al., 2007; HUANG et al., 2009;
RAUTER et al., 2009; GOUVEIA e CASTILHO, 2010).

Esta técnica de identificacdo empregada em produtos naturais foi utilizada na analise de
especies da familia Malvaceae, em Sida tuberculata, sugerindo a presenca de ecdisterdides,
flavonoides e alcaloides (ROSA, 2013). Adansonia digitata, evidencia a presenca de &cido

cumarico e do edoindole-3-carbinol (CASTRO, 2008). Pavonia cancellata teve a identificagdo


https://www.sinonimos.com.br/incessantemente/
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de compostos fendlicos derivados do &cido caféico, flavonoides glicosilados e Sida galheirensis
de flavonoides glicosilados (ASSIS et al., 2017).

3.6 Consideragdes gerais sobre atividade antimicrobiana

A abundante variedade de compostos organicos isolados de espécies vegetais da flora
brasileira, o potencial destes para o0 desenvolvimento social e econémico e a sua contribuicdo
para 0 avanc¢o cientifico e tecnologico nos levam a compreender e buscar o valor real da
pesquisa dos produtos naturais (BRAZ-FILHO, 1994).

O caminho do desenvolvimento e planejamento de antimicrobianos oriundos de fontes
naturais vem sendo estimulada devido ao aumento da resisténcia dos microrganismos nocivos
a saude frente a maioria dos antimicrobianos ja utilizados no mercado. Linhas de pesquisas tém
sido aperfeicoadas por vérios pesquisadores, fundamentadas nas propriedades anti-infecciosas
de muitas plantas utilizadas na medicina popular (DUARTE, 2006).

Considerando as limitacdes dos antimicrobianos alopaticos existentes atualmente e a
resisténcia apresentada pelos micro-organismos, a busca por novas fontes terapéuticas para o
tratamento dessas infec¢des tem sido constante, buscando farmacos mais eficazes e menos
toxicos para o paciente (OLIVEIRA; MACHADO; FREITAS, 2014). Considerando estes fatos,
as pesquisas que envolvem plantas medicinais e seus fitoconstituintes podem levar a descoberta
de componentes que sirvam como farmacos ou como protétipos de farmacos (XU et al., 2011;
HADI; DURU; MARTIN-DIANA, 2013).

As doencas infecciosas sdo causadas por microrganismos patogénicos como virus,
fungos, parasitas e bactérias que, ao invadirem o organismo do hospedeiro, se reproduzem e
causam danos aos tecidos (GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010). De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) as infec¢des sdo responsaveis por um terco das causas
de mortalidade no mundo em desenvolvimento, em virtude do impacto socioeconémico que
geram a sociedade (WHO, 2015).

Nas ultimas décadas, tem ocorrido um aumento dréstico na incidéncia de micoses, se
tornado um sério problema de salde publica, o que se deve ao crescente numero de pacientes
com imunodeficiéncias inatas ou adquiridas (REX; WALSH; ANAISSIE, 1997; MENCACCI
et al., 2000), se tornando um desafio para os profissionais da saude.

Segundo Fenner et al.,, (2006) Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton,

Paracoccidioides, Histoplasma ou os fungos patégenos oportunistas Candida albicans, C.
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krusei, Cryptococcus neoformans sdo os principais fungos responsaveis pelo estabelecimento
de uma infecgdo fungica.

Desta forma, a busca por novos medicamentos mais potentes e eficazes é constante, e
diante disso, destaca-se a utilizacdo dos produtos naturais como fonte de substancias
potencialmente ativas.

Vérios metabolitos secundarios sdo investigados em relacdo as suas propriedades
antimicrobianas (COWAN, 1999; MAHADY, 2005; TELES et al., 2014), dentre estes,
destacam-se os flavonoides (SILVA et al., 2009; GOMES et al, 2011), taninos (SCALBERT,
1991; SOUZA et al.,, 2007), alcaloides (O’DONNELL; GIBBONS, 2007), saponinas
(BAHRAMINEJAD et al., 2008), composto porfirinico (GOMES et al., 2015) e terpenoides
(SHAI et al., 2008), sdo largamente investigados e que possuem potencial atividade
antimicrobiana.

E possivel acompanhar na tabela 1 alguns dos microorganismos que sio0 sensiveis a
espécies pertencentes ao género Sida. Com base na literatura analisada é que se escolheu quais

as cepas utilizadas para realizacdo deste estudo antimicrobiano.

Tabela 1: Microorganismos sensiveis a espécies do género Sida.

Espécie Microrganismo Referéncia
Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Bacillus subtilis
Streptococcus faecalis ANANI et al., 2000; KAROU et al.,
Sh|ge||a dysenteriae 2006; EKPO e ETIM, 2009; IROHA
S'da acuta Enterococcus et al., 2009, AKILANDESWARI et

Streptococcus aureus KUMAR 2012;

Pseudomonas aeruginosa
Aspergillus niger
Aspergillus fumigates

Staphylococcus aureus

Escherichia coli

Bacillus subtilis PRABHKAR et al., 2007a;

Aspergillus flavus
Streptococcus faecalis
Pseudomonas aeruginosa
Candida albicans

Sida cordifolia

Cryptocococcus neoformans

MAHESH e SATISH, 2008;
TERNIKAR et al., 2010; REDDY et
al., 2012; OUEDRAOGO et al.,
2012



Sida rhombifolia

Sida rhombifolia

Sida spinosa

Sida alba

Sida galheirensis

Candida tropicalis
Aspergillus niger
Aspergillus fumigates

Staphylococcus aureus
Escherichia coli
Bacillus subtilis

Shigella dysenteriae
Shigella shiga
Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella peneumonia
Salmonella thyphimurium
Proteus vulgaris
Aspergillus niger
Candida albicans
Microsporum gypseum

Staphylococcus aureus

Escherichia coli
Bacillus subtilis
Candida albicans
Pseudomonas aeruginosa
Aspergillus niger

Shigella dysenteriae
Salmonella typhi
Klebsiella peneumonia
Escherichia coli
Enterococcus
faecalis
Enterobacter aeroginosa
Proteus mirabilis

Staphylococcus aureus
Candida albicans
Candida tropicalis
Candida parapsilosis
Microspurum canis
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EKRAMUL et al., 2003; ASSAM et
al., 2010; WOLDEYES et al., 2013;
BIFTU et al., 2014

NAVANEETHAKRISHNAN et al.,
2011; SELVADURAI et al., 2011

PRABHAKAR, 2007;
KONATE et al., 2012

FERNANDES, 2017




4. Materiais e Metodos
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Durante o desenvolvimento da nossa pesquisa foram adotadas as seguintes

metodologias.

4.1. Levantamento bibliogréafico

O levantamento bibliografico do género Sida foi realizado no SciFinder, Google
Scholar, PubMed, Scielo, Chemical Abstracts, Biological Abstracts, NAPRALERT, além de

pesquisas na Internet e em anais de eventos nacionais e internacionais.

4.2. Coleta do material botanico

As partes aéreas (ramos, folhas e flores) de Sida planicaulis Cav. foram coletadas em
abril de 2014 no bairro Eucalipto, municipio de Cuité, Curimatad Ocidental Paraibano, que
apresentam as coordenadas 06° 29° 01” S a 36° 09' 13" W (Figura 5, pag. 44).

Durante o processo de coleta, foram preparadas exsicatas para identificacdo do
material coletado.

Figura 5: Local da coleta de Sida planicalis Cav.

Fonte: Prefeitura municipal de Cuité- PB.
4.3. Identificacdo boténica do material
A espeécie vegetal foi identificada pelo Prof. Dr. Carlos Alberto Garcia Santos/UFCG,

e uma exsicata encontra-se depositada no Herbario do Centro de Educacao e Saude, na UFCG

- Campus Cuité, sob o cédigo 201.
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4.4. Estudo fitoquimico

O estudo fitoquimico foi realizado nas dependéncias do Laboratério de Fitoguimica
Prof. Dr. Raimundo Braz Filho; LMCA, pertencentes ao Programa de P0s-Graduacdo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos/CCS/UFPB e no Laboratorio de Bioprospec¢do de
Produtos Naturais — LBPN/Campus do Litoral Paulista — UNESP.

4.4.1. Isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos de Sida planicaulis

O isolamento dos constituintes quimicos foi realizado no Laboratério de Fitoquimica
Prof. Dr. Raimundo Braz Filho atraves de métodos cromatograficos, como: Cromatografia em
Coluna tendo como fase estacionaria silica gel 60 (Merck) 7734 (particulas com 0,063-0,2 mm,
70-230 mesh), Sephadex LH-20 (Merck) e para desenvolve-las foram utilizandas colunas de
vidro cilindricas com dimensfes que variam de acordo com a quantidade de amostra a ser
cromatografada. Os solventes utilizados como fase mdvel foram P.A e cromatografia em
Camada Delgada Analitica (CCDA) foi empregada para a andlise e reunido das fracfes obtidas
por cromatografia em coluna.

As substancias em analise foram evidenciadas pelo uso de radiagdo ultravioleta nos
comprimentos de onda de 254 e 366 nm e reveladas por meio de impregnacdo das placas em
cubas de vidro saturadas por vapores de iodo, além dos reveladores NP

(difenilboriloxietilamina) para compostos fendélicos e anisaldeido, para terpenos e esteroides.

4.4.2. Caracterizacao estrutural das substancias isoladas

A elucidacdo estrutural das substancias isoladas das partes aéreas de Sida planicaulis
Cav. (Sp-1 e Sp-2) foram feitas por meio de Espesctroscopia de Ressonancia Manética Nuclear
(RMN) unidimensionais (RMN H e RMN C — APT e BB) e bidimensionais (HMQC e

HMBC), com comparac¢6es com modelos da literatura.

e Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de Ressonancia Magnetica Nuclear das substancias isoladas foram obtidos
utilizando o espectrometro BRUKER a 400 MHz (*H) e 100 MHz (*3C) do LMCA-UFPB. Os

solventes utilizados na dissolu¢cdo das amostras foram metanol deuterado (CDsOD). Os
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deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e a constante de
acoplamento (J) em Hz.

4.4.3. Processamento da planta

O material boténico da espécie Sida planicaulis foi desidratado em temperatura
ambiente. Em seguida, o material seco foi triturado com auxilio de moinho mecanico,

fornecendo 1.800 g do pé.

4.4.4. Obtencdo do Extrato Etanélico Bruto das partes aéreas de Sida planicaulis

O po6 da planta (1.800,0 g) foi submetido a maceracéo durante 48 horas, utilizando-se
como liquido extrator etanol a 96%, sendo tal processo repetido até extracdo dos seus
constituintes quimicos. A solugdo extrativa resultante foi filtrada e concentrada em evaporador
rotativo sob pressao reduzida, obtendo-se 162 g do extrato etanolico bruto (EEB) (Esquema 1,
pag. 46).

Esquema 1: Obtencdo do EEB de Sida planicalis.

Partes aéreas de Sida planicaulis

- Desidratado a temperatura ambiente
- Triturado em moinho mecancio

Po da planta
(1.800,0 g)
- Maceragao com EtOH 96%
- Concentrada em rotaevaporador

Extrato Etandlico Bruto
(162 g)

4.4.5. Cromatografia Liquido-Liquido do EEB das partes aéreas de Sida planicaulis

O extrato etanolico bruto das partes aéreas de S. planicaulis teve 80% (131 )
solubilizado em uma solucéo de EtOH: H.O (7:3), obtendo-se uma solugéao hidroalcodlica que
foi submetida a uma cromatografia liquido-liqguido com hexano, cloroférmio, acetato de etila.

As respectivas solugdes foram concentradas sob pressao reduzida, fornecendo 39,1 g da fase
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hexéanica; 21,68 g da fase cloroférmica; 2,41 g da fase acetato de etila e 67,96 g da fase
hidroalcodlica (Esquema 2, pag. 47).

Esquema 2: Cromatografia liquido-liquido das partes aéreas de Sida planicaulis.

Extrato Etanolico Bruto (131 g)

- Dissolugao em EtOH: H,O (7:3)

Solucdo hidroalcodlica

- Particao
- Hexano, cloroformio, AcOEt
- Concentragcdo em rotaevaporador

Fase Hexanica (39,1g)

Fase Cloroformica (21,68g)

Fase Acetato de etila (2,41g)

Fase Hidroalcoolica (67.96 g)

4.4.6. Triagem fitoquimica do EEB de Sida planicaulis Cav.

O EEB das partes aéreas de Sida planicaulis Cav. e respectivas fases (Esquema 2, pag.
45) foram submetidas a triagem fitoquimica preliminar empregando-se reagentes especificos
para classe de esteroides e triterpenos (Lieberman-Burchard), flavonoides (Shinoda), taninos
(Gelatina e FeCl3), alcaloides (Dragendorff) e saponinas (indice de espuma) seguindo a
metodologia descrita por Matos (2009) ou Biavati et al. (2007).

4.5. Processamento cromatografico da fase cloroférmica do EBB das partes aéreas de S.

planicaulis

Uma amostra de 7,0 g da fase cloroférmica das partes aéreas de Sida planicaulis foi
submetida a uma filtracdo rapida (Esquema 3, pag. 48) utilizando uma coluna de vidro aberta,
tendo como fase estacionéria silica gel e como fase movel CHCIz e CHCI3:MeOH até uma
proporcdo CHCI3:MeOH 85:15, obtendo-se fracGes de 5 ml. Em seguida, as fragcdes foram

concentradas em rotaevaporador. Com realizacdo de CCDA e analise de espectros de RMN H
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se decidiu desenvolver a pesquisa com a fragdo CHCIl3:MeOH 95:05, pois se mostrou
promissora para o isolamento de metabdlitos secundarios.

A fragdo CHCI3:MeOH 95:05 (930 mg) foi submetida ao processo cromatografico em
coluna com Sephadex LH-20, cujo sistema de eluicdo foi metanol 100% e MeOH:CHCls
(Esquema 4, padg. 49) de onde foram coletadas 66 fracbes de 15 mL cada, que foram
concentradas em rotaevaporador e reunidas através de analise em CCDA, segundo semelhanca
do perfil cromatografico (Esquema 4, pag. 49).

A fragdo 1/10 (630 mg), foi analisada em CCDA e submetida a processo cromatografico
utilizando a metodologia anterior que resultou em 28 fragbes de 15 ml cada. Estas foram
concentradas em rotaevaporador, analisadas por CCDA e reunidas de acordo com seu perfil
cromatografico em 7 sub-fracbes (Quadro 4, pag. 49). A sub-fracdo 18/21 (10,0 mg),
apresentou-se em forma de cristais brancos, recebendo a codificacao de Sp-1.

A fracdo 4/9 oriunda do fracionamento cromatogréfico da fracdo 1/10, foi aplicada em
uma coluna cromatografica seguindo a mesma metodologia e resultou em 35 fraces, as quais
foram analisadas por CCDA e agrupadas, levando-se em consideracdo a semelhanca do
deslocamento na placa cromatografica (Esquema 4, pag. 49). Destas a sub-fracdo 14/26 (25 mg)

apresentou-se como cristais amarelo tijolo e foi codificada como Sp-2.

Esquema 3: Filtracdo a vacuo da fase cloroférmica obtida do EEB das partes aéreas de Sida

planicaulis.

Fase Cloroformica (7g)

- Silica flash
- Metanol; cloroformio

Fr: CHCl;:MeOH

Fr: CHCl;:MeOH 99:1 85:15

Fr: CHCl;:MeOH 97:3 Fr: CHCl;:MeOH 9:1




Esquema 4: Fracionamento cromatografico das frages 1/10 e 4/9 da fase cloroformica do EEB das partes aéreas de S. planicaulis.

Fracdo CHCL;:MeOH 95:05 (930 mg)

- Sephadex LH-20
- Metanol; Metanol: CHCl; 7:3; Metanol:CHCI; 1:1; CHCl;:MeOH 7:3
- CCDA

1/10 11/13 14/23 24/26 27/30 31/33 34/55 56/62 63/66

- Sephadex LH-20
- Metanol; Metanol:CHCI; 7:3; Metanol:CHCl; 1:1; CHCl;:MeOH 7:3
- CCDA

1/3 4/9 10/17 1821 22/26 27 28

- Sephadex LH-20
- Metanol; Metanol:CHCl; 7:3;

Metanol:CHCl; 1:1; CHCl;:MeOH 7:3
- CCDA

| 2/3 4/7 8/9 10/11 12/13 14/26 27/30 31/34 35
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Quadro 3: FragOes obtidas e reunidas apos fracionamento cromatografico da fracdo 1/10
oriunda da fragdo CHCI3:MeOH 95:05 (Esquema 4, pag. 48).

ELUENTE FRACOES OBTIDAS FRACOES REUNIDAS
Metanol 1-5 1-3 22-26
MeOH: CHCI3 7:3 6-13 4-9 27
MeOH: CHCI3z 1:1 14-21 10-17 28
CHCI3:MeOH 7:3 22-28 18-21

Quadro 4: Fracbes obtidas e reunidas ap6s cromatografia em coluna da fracdo 4/9 da fracédo
1/10 oriunda da fragdo CHClz:MeOH 95:05 (Esquema 4, pag. 48).

ELUENTE FRA(;C)ES OBTIDAS FRA(;@ES REUNIDAS
Metanol 1-13 1 12-13
2-3 14-26

MeOH: CHCIs 7:3 14-20
4-7 27-30

MeOH: CHCI3 1:1 21-2
eOH: CHCI3 5 8.9 31.34

4.6. Extracdo em fase solida (SPE) e obtencéo dos espectros de massa

Os experimentos para identificacdo por Espectrometria de massas dos metabdlitos
secundarios no EEB e suas fases foram realizados sob supervisao da Prof. Dr. Wagner Vilegas
no Laboratorio de Bioprospeccao de Produtos Naturais — LBPN/UNESP — Campus do Litoral
Paulista/S&o Vicente- SP.

Para analisar o EEB e as fases foi realizada uma CCDA usando como fase movel uma
mistura de Ac. férmico:Ac. acético:Acetato de etila:Agua (5:6:1:4 (v/v) e como padrio rutina.
Utilizou-se como reveladores, luz UV (254 e 365 nm), anisaldeido/H2SOs e NP/PEG
(WAGNER et al., 2009 e SILVA, 2016).
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Inicialmente o EEB e suas fases foram submetidos a etapa de Clean-up em cartucho
SPE C18, objetivando eliminar compostos indesejaveis como clorofila e proteinas que podem

interferir no método (Figura 6, pag. 51).

Figura 6: Comparacdo do EEB antes (1) e ap6s a SPE C18 (2).

_—

O cartucho SPE (Vac C18) Sep-Pak® foi ativado com MeOH e equilibrado com
MeOH:H20 (9:1). 20 mg do EEB e das suas fases foram solubilizadas em MeOH:H>0 (9:1) e
submetida a extragdo em fase solida utilizando como eluentes MeOH:H>0 (9:1) e MeOH para
limpeza do cartucho. As fracdes obtidas ap6s o processo de clean-up tiveram o solvente
eliminado por evaporacdo a temperatura ambiente. Em seguida, foram pesadas em balanca
analitica e solubilizadas em MeOH grau analitico obtendo-se solugdo na concentracdo de 1
mg/mL, 20uL desta solugéo foi transferida para vial completando-se o volume com 0 mesmo
solvente, obtendo-se amostras em solucdo a 20ppm. Este procedimento foi realizado com todas
as amostras.

As condicdes utilizadas para a realizacdo da tecnica de espectrometria de massas foram:
voltagem do capilar de -35v, temperatura do spray 165 °C, temperatura do capilar 280 °C e
hélio como gas de arraste.

O Espectrémetro de massas utilizado foi o LTQ XL (ESI-IT-MS", Thermo Scientific®),
equipado com dispositivo de insercdo direta da amostra via analise por injecdo de fluxo
continuo (FIA), no modo de ionizacao por electrospray (ESI) e analisador do tipo ion-trap (IT).



52

Os espectros foram obtidos em modo negativo, a faixa de ions com m/z de 85 a 1000
Da. Este modo foi escolhido devido ao conhecimento prévio da presenca de flavondides nas
espécies em estudo e que essa classe de metabolitos ioniza facilmente pela desprotonacédo das
hidroxilas fendlicas.

A primeira etapa executada foi uma varredura completa (full scan) para a obtengdo dos
fons na faixa escolhida e em seguida aconteceu as fragmentagdes em multiplos estagios (MS?,
MS") obtidas de ions pré-selecionados no full scan. O software utilizado para realizar aquisicao

e 0 processamento dos dados espectrométricos foi o Xcalibur versdo 2.2 (Thermo Finigan®).

4.7 Avaliagéo da atividade antimicrobiana de Sida planicaulis Cav.

4.7.1 Avaliacdo da atividade antimicrobiana do EEB, suas fases e alcaloide isolado de Sida
planicaulis

O EEB, suas fases e a substancia Sp-1 (sal da criptolepina) tiveram o seu poder
antimicrobiano avaliado frente as cepas potencialmente patogénicas. Os ensaios foram
realizados em parceria com a Professora Dra. Edeltrudes de Oliveira Lima no Laboratério de
Pesquisa de Atividade Antibacteriana e Antifungica de Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas/CCS/UFPB.

4.7.2 Produtos testados

Este estudo foi realizado com a fase hexanica (1), extrato etanodlico bruto (2), fase
hidroalcodlica (3), fase acetato de etila (4), fase cloroférmica (5) e o sal da criptolepina (6) de
Sida planicaulis Cav.

4.7.3 Preparacao das amostras

As amostras foram pesadas e devidamente solubilizadas em dimetil-sulfoxido (DMSO)
a 5% e tween 80 a 2%, completando-se o volume final com agua destilada esterilizada de forma
a se obter uma emulséo dos produtos na concentragédo inicial de 1024 pg/mL (CLEELAND;
SQUIRES, 1991; NASCIMENTO et al., 2007; PEREIRA et al., 2014).

4.7.4 Obtengé@o dos microorganismos
Para realizar a avaliagdo antimicrobiana das amostras foram selecionadas 12 cepas de
microorganismos, incluindo bactérias gram-positivas e gram-negativas, além de fungos

leveduriformes e filamentosos. As cepas utilizadas pertecem ao Laboratério de Micologia
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(LM), onde 1 cepa é oriunda do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude/FIOCRUZ INCQS-40113, 1 cepa da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas FCF-119-38
e outras 6 cepas padrao da “American Type Culture Collection” (ATCC).

As cepas testes foram Staphylococcus aureus (ATCC-25923), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC-25853), Escherichia coli (ATCC-18739), Escherichia coli (LM-35),
Candida albicans (ATCC-60193), Candida albicans (LM-38), Candida tropicalis (ATCC-
13803), Cryptococcus gatti (INCQS-40113), Cryptococcus neoformans (FCF-119-38),
Cryptococcus neoformans (LM-49), Aspergillus flavus (ATCC-1303), Aspergillus niger (LM-
23). Foi realizado testes com 2 cepas da mesma espécie pois estas apresentavam origem
diferente, como por exemplo, Candida albicans (LM-38) oriunda do Laboratério de Micologia
e Candida albicans (ATCC-60193) que é uma cepa padrdo utilizada no laboratério.

As cepas bacterianas foram mantidas em BHI (Brain Heart Infusion) e os fungos em
ASD (Agar Sabouraud Dextrose) a temperatura de 4°C. Foram utilizados para 0s ensaios,
repiques de 24-48 horas em BHI/ASD, respectivamente, para bactérias e leveduras, incubados

a 35 = 2°C e para os funos filamentosos repiques de 7-14 dias em ASD, incubados a 28 + 2°C.

4.7.5 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios para manutengdo foram BHI e ASD
adquiridos da Difco Laboratories Ltd, USA, France, respectivamente para as cepas de bactérias
e fungos. E para os ensaios de atividade biologica, foram usados meio nutriente liquido Brain
Heart Infusion (BHI) para as bactérias e RPMI 1640 com L-glutamina e sem bicarbonato para
os fungos (Difco Laboratories Ltd, USA, France e INLAB, Sdo Paulo, Brasil). Todos 0s meios
foram preparados conforme as descri¢des dos fabricantes.

4.7.6 Preparacdo do inéculo

Para preparacao do indculo, as coldnias foram obtidas de culturas das cepas de bactérias
em meio BHI e fungos em meio ASD, foram suspensas em solucdo fisioldgica a 0,9% estéril.
As suspensdes tiveram sua turbidez comparadas e ajustadas de acordo com o tubo 0,5 da escala
padrdo de Mc Farland para obtencgdo de 10° UFC/mL (CLSI, 2015; CLSI?, 2008; HADACECK;
GREEGER, 2000; CLEELAND; SQUIRES, 1991; ANTUNES et al., 2006; FREIRE et al.,
2014).



54

4.7.7 Determinacdo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)

Os ensaios de atividade antimicrobiana foram realizados conforme os protocolos de
Cleeland & Squires (1991), Eloff (1998) e CLSI (2008). A determinacdo da CIM das amostras
sobre cepas bacterianas e fungicas foram realizadas através da técnica de microdiluicdo em
meio liquido em placa para cultura de células (TPP/SWITZERLAND/EUROPA) contendo 96
po¢os com fundo em “U”. Inicialmente, foram distribuidos 100 uL de caldo RPMI/BHI
duplamente concentrado nos pocos das placas de microdiluicdo. Em seguida, 100 pL das
substancias foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por meio de uma
diluigdo seriada a uma raz&o de dois, foram obtidas concentra¢des de 1024 pg/mL até 64 pg/mL.
Por fim, foi adicionado 10 uL das suspensdes das cepas bacterianas e fingicas nas cavidades,
onde cada coluna da placa refere-se, especificamente, a uma espécie. Paralelamente, foram
realizados os controles: micro-organismos (CBHI + bactérias e RPMI + leveduras ou fungos
filamentosos) e meio de cultura (RPMI/CBHI), para comprovacdo da viabilidade das cepas e
esterilidade do meio e controle negativo com antibioticos: Gentamicina (64 pg/mL) para
inibicdo das bactérias e Anfotericina B (32 pg/mL) para inibig&o dos fungos.

As placas preparadas foram assepticamente fechadas e submetidas a incubacdo numa
temperatura de 35 + 2°C por 24-48 horas para 0s ensaios com bactérias e leveduras, ja os fungos
filamentosos foram incubados a temperatura de 28 + 2°C por 7 dias.

No caso do ensaio bioldgico com as bactérias, apos 24 h de incubacdo, foi adicionado
20 pL de solucdo do corante resazurina a 0,01% (INLAB), reconhecido como um indicador
colorimétrico de 6xido-reducdo (MANN; MARKAN, 1998). O ensaio foi incubado a 35 + 2°C
por 24-48 h. Apdés a mudanca de coloracdo do corante (azul para vermelho), considerou-se
como indicador de crescimento microbiano; e se a cor permanece azul, significa a auséncia de
crescimento microbiano.

A CIM para cada produto foi definida como a menor concentracdo capaz de inibir
visualmente o crescimento microbiano e/ou verificado pela permanéncia da coloragdo do
corante indicador.

A atividade antimicrobiana das amostras foi interpretada e considerada como ativa ou
inativa, levando em consideragdo os seguintes critérios: concentracdo até 600 pg/mL= forte
atividade; 600-1500 ug/mL= moderada atividade; acima de 1500 pg/mL= fraca atividade ou
produto inativo (HOLETZ etal., 2002; SARTORATTO et al., 2004; HOUGHTON et al., 2007).
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5. Resultados e Discussao
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5.1 Triagem Fitoquimica do EEB e suas fases de Sida planicaulis Cav.

Os testes de caracterizacdo de metabolitos secundarios sugeriram a presenca no
material analisado de esteroides, triterpenos, alcaldides, flavonoides, saponinas e taninos
(SOBREIRA, et al., 2018).

5.2. Substancias isoladas do EEB das partes aéreas de Sida planicaulis Cav. (Malvaceae)

O estudo fitoquimico realizado da fase cloroférmica do EEB das partes aéreas de Sida
planicaulis levou ao isolamento de dois constituintes quimicos: 6,7-Diidroxi-2H-cromon-2-ona

(Esculetina — Sp-1) e Sal da criptolepina — Sp-2 (Quadro 5, pag. 56).

Quadro 5: Substancias isoladas das partes aéreas de Sida planicaulis Cav.

Constituientes Estrututura quimica

6,7-Diidroxi-cumarina
Esculetina (Sp-1)
CoHesO4

Sal da criptolepina (Sp-2)
Ci6H17"N2

5.3. Caracterizacao estrutural das substancias isoladas do EEB de Sida planicaulis

5.3.1 Caracterizacgéo estrutural de Sp-1

A substancia codificada como Sp-1 teve sua estrutura identificada pelo uso de

Ressonancia magnética Nuclear Uni e Bidimensional de H e 3C.
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No espectro de RMN !H (Fig. 8 e 9, pag. 58, Tabela 2, p. 57) observaram-se
deslocamentos quimicos para hidrogénios vinilicos em & 6,20 (d, J=9,4 Hz, 1H) e & 7,80 (d,
J=9,4 Hz), cujo valor de J revela acoplamento cis entre ambos, sinais estes que ao comparagoes
com dados da literatura (Tabela 2, pag. 57) tem podemos propor que tratar-se-ia dos hidrogénios
H-3 e H-4 respectivamente, de nucleo cumarinico. Estes sinais, juntamente com dois simpletos
obervados em 6 6,96 (1H) e 6 6,77 (1H), referentes aos hidrogénios H-5 e H-8 de anel aromatico
tetrasubstituido e com padrdo de oxigenacdo nos carbonos C-6 e C-7 (Tabela 2, pag. 57)
fortalecem a proposta de que Sp-1 possui um ndcleo cumarinico.

Pela analise do espectro de RMN *C-APT (Figura 10, pag. 59, Tabela 2, pag. 57)
distinguiram-se absorcGes para nove atomos de carbono. Os sinais intensos de substancias da
classe das cumarinas em & 112,8 e 6 144,7 foram atribuidos aos carbonos C-3 e C-4
respectivamente (STEIN, 2005), que se referem aos carbonos sp? de lactona o, B-insaturada
(PAVIA, 2010). Os deslocamentos quimicos destes carbonos, um estando mais desprotegido (&
144,7) e outro mais protegido (6 112,8) sdo devidos ao efeito de ressonancia existentes entre a

dupla ligagéo e a carbonila do anel lactonico (PAVIA, 2010), conforme ilustracao:

1447

X TN 1128

Gl —

o] k_’o 0 0]

Os sinais de deslocamentos dos grupamentos -CH observados em & 113,04 e 5 103,6
correspondem aos carbonos C-5 e C-8. Além destes sinais foi possivel identificar ainda a
presenca de mais 4 sinais de carbono aroméatico em 4 146,1 (C-6), 150,4 (C-7), 150,0 (C-9) e
112,4 (C-10) (Figura 10, pag. 59).

Quanto ao anel aromatico da cumarina, sugeriu-se que este estaria substituido nas
posicdes 6 e 7 por grupos hidroxilas, visto que ndo existem sinais referentes a outros grupos e
ndo se observou acoplamentos entre os hidrogénios em H-5 6 6,96 e H-8 & 6,77. Com isto, 0s
dados de RMN *H e 3C permitiram sugerir que Sp-1 tratava-se da diidroxicumarina. Esta
sugestdo foi fortalecida ap6s comparac6es com dados descritos na literatura (Tabela 2, pag. 57)
(GRIFFITI e MOSTAFA, 1992; KIM et al., 2000; WU et al., 2007).

A anélise dos espectros de RMN Hx**C obtidos pela técnica HMBC (Figura 11 e 12,
pag. 59 e 60) fortaleceram a proposta de que Sp-1 tratava-se de uma diidroxicumarina ao exibir
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correlagdes a J? entre H-3/C-2; H-4/C-3 e C-10; H-5 com C-6 e C-10 e H-8 com C-7 e C-9,
como também correlacdes a J® entre H-3 com C-10; H-4 com os C-5 e C-9; H-5 com C-7 e C-
9, além de H-8 com C-6 e C-10.

Apos analise dos espectros de RMN *H e *C e comparacdes com dados da literatura
(Tabela 2, pag. 59) composto Sp-1 foi identificado como 6,7-diidroxicumarina, esculetina.

Substéncia esta isolada pela primeira vez na espécie Sida planicaulis.
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Tabela 2: Dados comparativos de RMN H e 13C de Sp-1 (8, CDsOD, 400 e 100 MHz) com os modelos da literatura Mo-1 (5, DMSO:H,0 2:1)
(GRIFFITI e MOSTAFA, 1992).

Mo-1

HMBC de Sp-1

1 3¢ S dc 23 3 4
2 - 163,4 - 164,3 ] ] ]
3 6,15 (d, J= 9,4 Hz, 1H) 112,4 | 6,20 (d, J=9,4 Hz, 1H) 112,8 C-2 C-10 -
4 7,85 (d, J=9,4 Hz, 1H) 145,9 7,80 (d, J=9,4, 1H) 146,1 c-3 C-2/C-9 C-8
5 6,96 (s, 1H) 1135 6,96 (s,1H) 113,0 C-6 C-4/C-7 C-8
6 - 143,4 - 144.4 ; ] ]
7 - 150,8 - 150,4 ; ] ]
8 6,73 (s,1H) 103,7 6,77 (s,1H) 103,6 c-7 C-9/C-10 C-4
9 - 149,5 - 150,0 ] ] ]
10 - 112,2 - 112,4




Figura 7: Espectro de RMN *H (5, CDsOD, 400 MHz) de Sp-1.
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Figura 9: Espectro de RMN 3C (8, CD3s0D, 400 MHz) de Sp-1.
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Figura 10: Espectro de HMBC RMN H e 13C (8, CDs0D, 400 e 100 MHz) de Sp-1.
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Figura 11: Expansdo do Espectro de HMBC RMN *H e *3C (5, CD;0D, 400 e 100 MHz) de Sp-1.
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5.3.2. Caracterizacao estrutural de Sp-2

A substancia codificada como Sp-2, apresentou-se na forma de cristais amarelo tijolo,
com Ponto de Fusdo acima de 300°C.

A analise do espectro de RMN H (8, 400 MHz, CD3s0D) e suas expansdes (Figuras
13 e 14, pag. 64) apresentaram absor¢des para hidrogénios na regido de aromaticos com padrao
de alcaloides indoquinolinicos ndo substituidos entre as posicdes 1-4, 6-9 entre dH 7,54 € OH
8,76 (Mo-1 e Mo-2, pag. 62) (Tabela 3, pag. 63) (TOUSEK et al., 2008; CHAVES et al., 2013).
Um simpleto em o1 9,14 (Figura 14, pag. 64) nos levou a entender que a posi¢do 11, de Sp-2,
estava livre (TOUSEK et al., 2008; CHAVES et al., 2013). O espectro de RMN *H mostrou
também um simpleto em &4 5,10 com integral para 3 hidrogénios (Figura 13, pag. 64),
condizente com um grupo metila ligado ao N do anel quinolinico (CHAVES et al., 2017),
levando assim a propor a estrutura da criptolepina (Mo-1, pag. 62) para a molécula em analise.

Ao compararmos os dados dos deslocamentos de *H e *3C da substancia Sp-2 (tabela
6, pag. 77) com os dados do alcaloide criptolepina (Figura 12, pag. 63), que apresenta um nucleo

indoquinolinico, foram encontrados valores com diferencas superior a 0,1 ppm para alguns



63

hidrogénios. Desta forma, foi sugerido que o composto em estudo poderia ser a criptolepina na
sua forma protonada, observando o N do anel quinolinico é metilado a molécula torna-se mais

bésica, e apresenta-se na forma de sal (CHAVES et al., 2017).

Figura 12: Estrutura do Sal da Criptolepina e da Criptolepina.

Sp-2=Mo -2
Sal da criptolepina

Mo -1
Criptolepina

O espectro de RMN C de Sp-2, utilizando a técnica APT (Figura 15 e 16, pag. 65)
exibiu 16 sinais, sendo 15C atribuidos ao nacleo indoquinolinico e 1C referente ao grupo metila
ligada ao N-5 (Tabela 3, pag. 63). Os carbonos monohidrogenados foram definidos pelas
correlagdes bidimensional *H /*3C e analise do espectro HMQC (Figura 17, pag. 66) e suas
expansodes (Figura 18, pag. 66).
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A proposta de que Sp-2 trata-se da criptolepina na forma de sal (Pag. 63), foi
consolidada ap6s comparagdes com dados de RMN de H e 3C encontrados na literatura
(CHAVES et al., 2017). A diferenca mais 6bvia entre os espectros de RMN *3C da criptolepina
e 0 seu sal é o deslocamento de C-9a de dc 160,0 para 6c 148,0 ppm, confirmando que o padrdo
tipico de conjugacdo da criptolepina ndo estd mais presente na molécula protonada (TOUSEK
et al., 2007).

O espectro de mapa de contorno bidimensional HMBC de Sp-2 e suas expansdes
(Figuras 19 e 20, pag. 67), mostraram as correlacdes de diferentes H a duas (%) e trés ligacdes
(3J) com diversos carbonos, possibilitando fortalecer os deslocamentos quimicos atribuidos.

Ap6s comparacdes dos dados obtidos por RMN tH, 3C e do HMBC de Sp-2 com
informac@es encontradas na literatura (Tabela 3, pag. 65) concluiu-se que a substancia tratava-
se da 5-N-metil-6,9,10,10a-tetraidro-4aH-indol[3,2-b]quinolin-5-a (Sal da criptolepina-
Ci6H17"N2), substancia isolada anteriormente do género Sida, nas espécies Sida acuta (AHMED
et al., 2011), Sida rhombifolia (CHAVES et al., 2016) e relatada pela primeira vez na espécie

Sida planicaulis Cav.
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Tabela 3: Dados comparativos de RMN *H e 13C de Sp-2 (8, 400 e 100 MHz) com os modelos da literatura Mo-1 (8, DMSO - d6, 500 e 125 MHz)

(TOUSEK et al., 2008) e Mo-2 (5, CDsOD, 500 e 125 MHz) (CHAVES et al., 2017).

Mo-1 (Criptolepina)

Mo-2 (Sal da criptolepina)

HMBC de Sp-2

C SH dc SH dc SH 3¢ 2J 3J
1 8,38 (dd, J=8,2; 1,5 Hz) 129,6 | 8,40 (dl, J=8,0 Hz, 1H) | 131,0 | 8,48 (dl,J=9,0Hz, 1H) | 131,1 | C-11a/C2 -
2 | 7,69 (ddd, J=8.2: 6,8; 0.8 Hz) | 123.9 | 7.00-7.81 (7.86m, 2H) | 1282 | 7.94(t J=7.5Hz, 2H) | 128,0 } Cc4/Cl1a
3 [7.90 (ddd, J=8.4:6,8; 1.5 Hz) | 1289 | 812 (t J=7.8Hz, 1H) | 133.8 | 8.20-8,16 (8,19 m, 1H) | 133.9 i C1/ C4a
4 - 116,6 8,57 (dlI, J=8,9 Hz, 1H) 118,1 | 8,66 (dl,J=9,1 Hz, 1H) | 118,3 - C2/Clla
4a - 132,8 - 137,0 - 137,2 - -
5 - - - - - - - -
5a - 139,0 - 139,7 - 139,8 - -
6a - 113,8 - 115,2 - 115,3 - -
6 8,49 (dd, J=85; 1.2 Hz) | 1251 | 8,64 (dl, J=84 Hz, 1H) | 126,6 | 8,75 (dl,J=85Hz, 1H) | 126,8 Céa C5a/C8/C9
7 7,05 (ddd, J=8,5; 6,6; 1,1 Hz) | 116,6 7,47 (t,J=7,7 Hz, 1H) 122,8 7,56 (t, J=7,7 Hz, 1H) 123,0 - C9/Cba
8 |7,54(ddd, J=85:6,6; 1,1 Hz) | 1304 | 7,90 7,81 (7,86 m, 2H) | 135,2 | 7,94 (t, J=7,5 Hz, 2H) | 1351 i C9a
9 7,66 (dd, J=8,5; 1,1 Hz) 1195 | 7,75(dl,J=8,2Hz, 1H) | 1144 | 7,83 (dl,J=8,4 Hz, 1H) | 114,3 - C6a/C7
9a - 160,0 - 148,2 - 147.8 - -
10 - - - - - - - -
10a - 144,4 - 135,3 - 135,4 - -
11 8,93 (s) 126,2 9,03 (s) 126,1 9,14 (s) 126,1 i C1/C4a/C5a
1la - 124,4 - 1279 - 128,4 -
N-CH 4,91 (s) 38,9 5,02 (s) 40,5 5,10 (s) 40,7 i C4a/C5a
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Espectro de RMN *H (8, CDs0D, 400 MHz) de Sp-2.

Figura 13
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Figura 15: Espectro de RMN
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Figura 17: Espectro de HMQC RMN *H E *3C (8, CD3s0D, 400 e 100 MHz) de Sp-2.

rmy UL A e

hsqe.
=20

20

60

-80

-100

120

1

140

160

180

1z 11 10 9 8 ] 4 3 2 1 1]
2 (ppm)

Figura 18: Expanséo do espectro HMQC RMN *H e 3C (§, CDs0D, 400 e 100 MHz) Sp-2.
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Figura 19: Espectro de HMBC RMN H E 3C (5, CD30D, 400 e 100 MHz) de Sp-2.
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Figura 20: Expanséo 1 do espectro HMBC RMN H e 3C (8, CDsOD, 400 e 100 MHz) Sp-2.
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Figura 21: Expanséo 2 do espectro HMBC RMN H e 3C (8, CDsOD, 400 e 100 MHz) Sp-2.
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5.4 Substancias identificadas por FIA-ESI-IT-MS" no EEB e fases das partes aéreas de

Sida planicaulis

Os espectros de massas do EEB e das fases das partes aéreas de S. planicaulis foram

obtidas empregando-se a técnica ESI-IT-MS. Os compostos foram caracterizados com base em

seus espectros de massa, usando o ion precursor, ions fragmento e comparacdo das

fragmentacfes com moléculas descritas na literatura (Tabela 4, pag. 91). Assim, foi possivel

sugerir a composi¢do quimica presente nas amostras analisadas.

Apds analise dos espectros foi observado que a mesma substancia era encontrada em

diferentes fases (Quadro 6, pag. 71), e foram discutidas apenas uma vez. Os espectros do EEB

e fase hidroalcoolica apresentaram uma maior quatidade de substancias.
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Quadro 6: Compostos quimicos identificados por FIA-ESI-IT-MS no EEB e nas fases de Sida
planicaulis Cav.

EEB Heizsneica Clorgl?ésremica Fase acetoetilica Hid ré:;i%élica

Sp-3 X X X X

Sp-4 X

Sp-5 X

Sp-6 X X X X

Sp-7 X

Sp-8 X

Sp-9 X X X

Sp-10 X

5.4.1 Andlise por espectrometria de massas do EEB das partes aéreas de Sida planicaulis

A amostra do EEB foi analisada pela técnica ESI-IT-MS" em modo negativo.

A figura 22 exibe uma leitura geral dos ions existentes na amostra (espectro full scan de

carater exploratério) apresentando os ions precursores das moléculas desprotonadas ([M-H])

do EEB das partes aéreas de Sida planicaulis.

Figura 22: Espectro de massas de primeira-ordem obtido por FIA-ESI-IT-MS do EEB de S.

planicaulis analisado em modo negativo.
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As fragmentacOes de segunda e terceira ordem (MS? e MS®) para cada fon precursor

selecionado do EEB levou a identificacdo de quatro substancias (Quadro 7, pag. 72).
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Quadro 7: Substancias identificadas do EEB das partes aéreas de S. planicaulis por ESI-IT-
MS".

HsCO N

HO

[ Sp-3: Acido ferulico ]

Sp-6: Canferol-
3-O- glicosideo on
(Astragalina) or oH

OH

(o] (o] OH
HO OH
COH
L Sp-10: Quercetina-3-0O-
Sp-9: Canferol-3-O-rutinosideo
glicosideo-6"-O-ramnosideo
(Rutina)

A familia Malvaceae apresentam uma riqueza expressiva de compostos fenolicos,
flavonoides e flavonoides glicosilados sendo isto relatado nos estudos com Sida galheirensis
(SILVA et al., 2006; ASSIS et al., 2017); Sidastrum micranthum (GOMES et al., 2011);
Wissadula periplocifolia (L.) C. Presl (TELES et al., 2015; TELES et al., 2016); Sida
rhombifolia L (CHAVES et al., 2017); Sida cordifolia (SUTRADHAR et al., 2008); Sida
glutinosa (DAS et al., 2012); Sida acuta (AHMED et al., 2011), entre outros.
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As identificacOes sugeridas para 0s compostos presentes no EEB e fases das partes
aéreas de Sida planicaulis a seguir foram definidas apds analise dos espectros de massas obtidos
por FIA-ESI-IT-MS.

5.4.1.1 Identificacdo de Sp-3

O composto codificado como Sp-3 apresentaou ion molecular m/z 193 [M-H]" (Figura
23, pag. 71) que apobs analise das suas fragmentacdes e comparagdes com dados da literatura
(ZHANG et al., 2013; SOUZA, 2018) foi possivel identifica-lo como &cido ferdlico. A
decomposicdo desta estrutura gera principalmente trés ions de fragmento em m/z 178, 149 e
134. O fragmento basico m/z 178 é identificado como o radical 3-(3,4-dihidroxifenil) que
resultou da eliminacdo do grupo metila (CHs) do ion precursor m/z 193 e esta perda é uma
caracteristica compartilhada de compostos aromaticos metoxilosubstituidos. O ion fragmento
m/z 149 é atribuido ao anion 2-metoxi-5-vinilfenolato, originado da eliminacdo de CO> do ion
precursor. O ion fragmento m/z 134 também é um anion radical, o radical 4-vinilbenzeno-1,2-
diol, resultando da eliminagdo do CO> do ion fragmento m/z 178 ou da eliminac¢do do grupo
metil do ion m/z 149 (SILVA, 2016). Na figura 24 é possivel observar a proposta de
fragmentacédo para o ion molecular m/z 193.

Figura 23: Espectro de massa de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor

de m/z 193 em modo negativo com formula molecular C1oH100sa.
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Figura 24: Fragmentag&o proposta para o ion m/z 193 com férmula molecular C10H1004 obtido
por ESI-IT-MS/MS.
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(010

O acido ferulico € um derivado da fenilalanina encontrado em plantas e atua nestas como
defesa contra virus, insetos e patdgenos, além de garantir rigidez e proteger contra hidrélise
enzimatica. Devido a sua reatividade em relacdo aos radicais livres, o &cido fertlico € um
antioxidante e apresenta pelo seu grau de insaturacdo uma forte capacidade de absor¢do UV
(CASOLARO et al., 2005; MAURYA e DEVASAGAYAM, 2010). Além das suas acOes
protetoras para o vegetal, o &cido fertlico atua como antialérgico, antitumoral, hepatoprotetor,
antiviral, entre outras (KUMAR; PRUTHI, 2014).

5.4.1.2 Identificacdo de Sp-6

O ion precursor m/z 447 [M —H]  que foi codificado como o composto Sp-6 (Figura 25,
pag. 73) e apos fragmentacdo produziu o ion produto m/z 285 pela da perda de 162 Da [M —162
—H]". Este tipo de fragmentacdo se refere a perda da unidade de glicose (162 Da)

preferencialmente em ligacbes do tipo O-glicosidicas. E possivel observar na figura 26 o
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espectro de terceira ordem que apresenta os picos referentes a perda sucessivas de CO (-28 Da)

resultando nos ions com m/z 257 e m/z 229. Na figura 27 é possivel observar o0 mecanismo

proposto para o ion caracteristico da fragmentacao, m/z=285.

Figura 25: Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor

de m/z 447 em modo negativo com formula molecular C21H19011.
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Figura 26: Espectro de massas de terceira-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor

de m/z 447 em modo negativo com férmula molecular C21H19011.
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Figura 27: Fragmentacdo proposta para o ion m/z 447 com formula molecular C21H19011 obtido

por ESI-IT-MS/MS.
OH

HO
-162
—_— T
m/z= 285
OH (o]
HO
OH
Cy1H200y OH
‘CT='0 CO
m/z= 447 nd
HO .
(@]
OH O C14HyO5'
/\' m/z= 257
HO CcO
| X—d \ H:0
/ | OH
/ d
OH |
OH
C13Hy04"
m/z= 229 OH o
Cy4H,04
m/z= 241

Apos analise das fragmentacbes (Figura 27, pag. 74) e comparagdo com dados da
literatura foi possivel sugerir a identificagdo do composto Sp-7 como sendo o Canferol-3-O-
glicopiranosideo (astragalina) (YE et al., 2005; XIAQ, et al., 2017). Ha relatos na literatura do
isolamento deste composto em espécies da familia Malvaceae, como por exemplo em
Wissadula periplocifolia (TELES et al., 2015c¢), Sida galheirensis (ASSIS et al., 2017), sendo

identificado pela primeira vez na espécie Sida planicaulis.
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5.4.1.3 Identificacdo de Sp-9

O ion precursor de m/z 593 [M — H] codificado como Sp-9 e seu espectro MS? (Figura
28, pag. 75) confirma a presenca do composto identificado como Canferol-3-O-rutinosideo, um
flavonoide diglicosilado. Este composto quimico sofre uma quebra dando origem ao ion m/z=
285 (aglicona do canferol), essa perda de massa (308 u) esta relacionada com a saida do agucar
rutinosideo (unidade ramnose-glicose). A substancia Sp-9 teve a sua identidade confirmada
apo6s comparagdes com dados da literatura e analises das fragmentagdes do espectro de massa
(Figura 29, padg. 76) (SANCHEZ-RABANEDA et al.,, 2002; MEDINA et al., 2009;
FERNANDES, 2017). Foi também confirmada por ja ter sido identificada em espécies do
género Sida, como por exemplo em Sida rhombifolia (CHAVES et al., 2017) e Sida
galheirensis (FERNANDES, 2017), fortalecendo assim a proposta para canferol-3-O-

rutinosideo, identificada pela primeira vez em Sida planicaulis.

Figura 28: Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor

de m/z 593 em modo negativo com formula molecular C27H29015s.
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Figura 29: Fragmentagédo proposta para o ion m/z 593 com formula molecular C27H29015 obtido
por ESI-IT-MS/MS.
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Li et al, 2006 relata que o canferol 3-O-rutinosideo é capaz de reduzir
significativamente 0 nimero de contor¢Ges abdominais induzidas pelo &cido acético em
camundongos, além disso € conhecido os seus efeitos farmacéuticos como antioxidantes,
antiinflamtorio, neuroprotetor e como agente protetor contra lesdo hepética aguda (LI et al.,
2006a; LI et al., 2006b; HUANG et al., 2007; HABTEMARIAM, 2011; ZHAO et al., 2017).
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5.4.1.4 ldentificacdo de Sp-10

Para finalizar o full scan do EEB das partes aéreas de Sida planicaulis foi observado ion
precursor desprotonado de m/z 609 (Figura 30, pag. 79), sendo codificado como Sp-10. Uma
analise comparativa entre o ion molecular desprotonado de Sp-9 (m/z=593) e o ion atribuido a
Sp-10 (m/z= 609) pdde-se detectar que a diferenca de 16 unidades para Sp-10 permitiu detectar
que essa molécula é ascrescida de um oxigénio, levando a propor que ela trata-se da quercetina-
3-O-glicosideo-6-O-ramnosideo (rutina), um flavonoide O-diglicosideo. Esta sugestdo foi
fortalecida pela perda de uma molécula de agua (m/z=591) e perdas das unidades de glicose e
raminose, gerando o ion m/z=301(Figura 31, pag. 80) (DUBBER et al., 2004).

Figura 30: Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor

de m/z 609 em modo negativo com formula molecular C27H2901s.
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A rutina pode ser encontrada em diferentes géneros da familia Malvaceae, como o0s
géneros Abroma, Sida e Thespesia. No género Sida podemos citar a Sida hermafrodita.
(BANDYUKOVA e LIGAI, 1987; SARMA e BABU et al., 2011; KHANRA et al., 2015).
Desta forma, a substancica codificada com Sp-10 foi isolada pela primeira vez na espécia Sida
planicaulis Cav.

E considerada um potente flavonoide que pode ser utilizado no tratamento de algumas
doencas, este apresenta acdo protetora sobre lesdes cardiacas, cerebrais e renais apos reperfusédo
isquémica e lesdo da mucosa gastrica, além de ser hepatoprotetora e antidiabético (LONG e
YANG, 2002; HOSSEINZADEH e NASSIRI-ASL, 2014).
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Figura 31: Fragmentacdo proposta para o ion m/z 609 com formula molecular C27H30016 obtido
por ESI-IT-MS/MS.
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5.4.2 Analise por espectrometria de massas da fase hidroalcodlica do EEB das partes
aéreas de Sida planicaulis Cav.

A fase hidroalcoolica (F. HA) obtida apds cromatografia liquido-liquido do EEB foi
analisada por EM adotando-se a técnica ESI-IT-MS" em modo negativo, obtendo-se seus ions
precursores e fragmentos (Figura 32, pag. 81). Os espectros de massa e comparagfes com dados
da literatura permitiram a identificacdo de seis substancias (Quadro 8, pag. 82), duas destas Sp-
3 [M-H] m/z 193 (Acido ferdlico) e Sp-6 [M-H] m/z=447 (Astragalina) foram identificadas
anteriormente no EEB das partes aéreas de Sida planicaulis.

Figura 32: Espectro de massas de primeira-ordem obtido por FIA-ESI-IT-MS da F. HA de S.

planicaulis analisado em modo negativo.
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Quadro 8: Substancias identificadas na F. HA do EEB de Sida planicaulis por FIA-ESI-IT-MS.

0
H,CO
DA\)LOH
HO

Sp-3: Acido

ferdlico

HO COOCH
HO (0]
o OJ\/\QOH
o
Sp-5: Acido 3-
cafeoilquinico
OH
OH
OH 0
HO OH
OH

Sp-7: 8-metoxiquercetina-3-

O-glicosideo

HO, COOH
o OH
OH
\\ i
0
Sp-4: Acido 3-p-

cumaroilauinico

OH

HO o
o
OH o OH
o
Sp-6: Canferol-
- OH
3-0- glicosideo
(Astragalina) o o
o _OH
o ~
HO o l ;

R o ToHe” " SoH
3 8 T
0 .
OH
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HO~ e

Sp-8: Canferol-3-O-B-D-(6""-E-p-

cumaroil) glicosideo (Tilirosideo)
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5.4.2.1 Identificacdo de Sp-4

Na fase hidroalcoolica do EEB observou-se a presenca do ion precusor m/z=337, sendo
este identificado e codificado como Sp-4. A partir da analise realizada no espectro de massas
(Figura 33, pag. 83) foi possivel notar dois ions filhos, os ions m/z= 293, m/z=191 e m/z=163.
O primeiro é oriundo do ion molecular m/z=337 e esta relacionado com a perda de 146 u, valor
que se refere a perde do acido p-cumarico. Em seguida, o &cido quinico restante, ion m/z=191,
sofre a perda de CO (28 u), resultando no fragmento m/z=163. Apos avaliacdo dos fragmentos
e comparagdes com dados da literatura (CLIFFORD et al., 2006; PEREIRA et al., 2007,
PLAZONIC et al., 2009), é sugerido que o composto Sp-4 seja um derivado do acido cinamico
(pico base m/z=163), o &cido 3-p-cumaroilquinico, sendo possivel observar a fragmentacéo

proposta na figura 34.

Figura 33: Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor

de m/z 337 em modo negativo com  férmula  molecular  CisH170s.
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Figura 34: Fragmentacdo proposta para o ion m/z 337 com formula molecular C16H170g obtido
por ESI-IT-MS/MS.
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Os ésteres de hidroxicinamato, comumente conhecidos como &cidos hidroxicindmicos
ou acidos clorogénicos, séo familia de ésteres em que uma porg¢édo do &cido hidroxicinamico
(&cidos cafeico, p-cumarico, ferdlico, dimetoxicinamico e trimetoxicindmico) esta ligada ao
acido quinico (CLINFFORD, 2000). Entre as atividades farmacoldgicas relatadas para Sp-4
estd a capacidade antioxidante (BARONI et al., 2018; PIOVESANA et al., 2018). E € relatado
na familia Malvaceae, como por exemplo na espécie Hibiscus sabdariffa L. (PIOVESANA et
al., 2018) e isolado pela primeira vez na espécie Sida planicaulis Cav.



85

5.4.2.2 Identificacdo de Sp-5

Seguindo a andlise das fragmentacgdes exibidas no espectro da F. HA observou-se um
pico em m/z 353. O experimento MS? mostra uma fragmentac&o, cujo resultado apos a perda
de 162 unidades de massa é m/z 191 (Figura 35, pag. 85), pico este relacionado ao &cido quinico
desprotonado. A proxima fragmentagdo ocorre com a perca de 174 u, relacionada ao éacido
quinico, resultando no acido caféico desprotonado, em seguida acontece uma descarboxilacdo
do &cido cafeico, originando o ion m/z=135, com uma perda de 44 u (Figura 36, pag. 86). Desta
forma, foi sugerido que a substancia quimica Sp-5 se tratava do &cido 3-p-cafeoilquinico, apds
comparagdo com dados da literatura (CLIFFORD et al., 2003; DUGO et al., 2009).

Figura 35: Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor

de m/z 353 em modo negativo com formula molecular C16H170s.
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Figura 36: Fragmentacdo proposta para o ion m/z 353 com formula molecular C16H1709 obtido

por ESI-IT-MS/MS.
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O é&cido cafeoilquinico pertence ao grupo de polifendis formados por meio da
esterificacdo de acidos cinamicos, reconhecidos como antioxidantes com crescente interesse
em aplicacdes farmacologicas, cosmeticas e alimentares (FARAH e DUARTE 2015; KOMES
e BUSIC 2014), atividade antidiabética (XU et al., 2017). E comprovado na literatura a presenca
de 3-p-cafeoilquinico na familia Malvaceae e do acido caféico em espécies do género Sida,
como Sida cordifolia (MEINHART et a., 2017). Sendo identificado pela primeira vez na

espécie Sida planicaulis Cav.
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5.4.2.3 Identificacdo de Sp-7

O espectro de massas obtido por ESI-IT-MS referente ao ion de m/z 493 [M-
H] (Figura 37, pag 87) evidenciou a fragmentacdo em segunda ordem MS/MS resultante da
perda de 162 Da (uma unidade de hexose, CsH100s) formando um ion filho de m/z 331 [M—
162 —H] ~. A partir do ion filho m/z=331 uma segunda fragmentacdo (Figura 38, pag. 88),
resultou no ion m/z= 287, referido a saida do grupo CO>. Tendo como precursor o ion m/z=331,
é notado uma terceira fragmentacdo gerando um ion neutro de [M-15] este referente a um
radical metila, que originou o ion fragmento m/z=316 u (Figura 38). Baseando-se nestas
fragmentac6es (Figura 39, pag. 88) e comparacGes com dados da literatura, foi possivel sugerir
que Sp-7 se tratava da 8-metoxiquercetina-3-O-glicosideo (WANG et al., 2015), relatada pela

primeira vez na espéecie em estudo.

Figura 37: Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor

de m/z 493 em modo negativo com formula molecular C22H22013.
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Figura 38: Espectro de massas de terceira-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor

de m/z 493 em modo negativo com formula molecular C22H22013.
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Figura 39: Fragmentacdo proposta para o ion m/z 493 com férmula molecular C22H22013 obtido
por ESI-IT-MS/MS.
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5.4.2.4 ldentificacdo de Sp-8

O ultimo espectro de massas analisado por FIA-ESI-IT-MS apresentou como ion
precursor uma m/z=593 (Figura 40, pag. 89), havendo uma perda de 146 unidades de massas,
resultando no fragmento de segunda ordem 447 u, esta perda esta relacionada com saida do
grupo cumaroil do esqueleto do flavonoide. No espectro de MS2 (Figura 41, pag. 90) é notavel
este fragmento perdendo 162 u, relacionado a saida de uma unidade de glicose resultando no
ion filho m/z= 285, que é condizente com aglicona do canferol (KACHLICKI et al., 2008;
NEGRI; SANTI; TABACH, 2013; FELIPE et al., 2014) (Figura 42, pag. 91). Apés esta
comparacao com a literatura é sugerido que Sp-8 seja o composto canferol 3-O-4-D-(6"’-E-

pcoumaroil) glicosideo, conhecido comumento como tilirosideo.

Figura 40: Espectro de massas de segunda-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor

de m/z 593 em modo negativo com formula molecular C3oH25013.
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Figura 41: Espectro de massas de terceira-ordem obtido por ESI-IT-MS/MS do ion precursor

de m/z 593 em modo negativo com formula molecular C3gH25013.
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Figura 42: Fragmentacdo proposta para o ion m/z 593 com formula molecular CzoH25013 obtido

por ESI-IT-MS/MS.
oH
HO )
0
OH o OH

N

x OH,C OoH
S G
OH
HO .
" Coll;0,
OH
HO. (o]
(o]
OH (o] OH
Ho
A
OH CyHyg07
m/z= 447
OH

OH o m/z= 285

C;sHgOy
m/z= 285

CH C 4 Hy05
m/z=257



92

O tilirosideo é uma substancia que tem uma caracterizacao ja bem definida na literatura,
sendo isolado e identificado por membros da equipe da Prof. Dra. Maria de Fatima Vanderlei
de Souza (SILVA et al.,, 2005; COSTA et al.,, 2007; ALBUQUERQUE et al., 2009;
CAVALCANTE et al., 2010; GOMES et al., 2011; TELES et al., 2015; FERNANDES, 2017),
incluindo espécies vegetais pertencentes a familia Malvaceae, como também do género Sida,
como Sida galheirensis. Isto reforgou a proposta sugerida de Sp-8 ser o tilirosideo, isolado pela
primeira vez em Sida planicaulis. E um composto que possui entre as atividades farmacol6gicas
como: acao antiprotozoario, anti-inflamatoria, anti-neuroinflamatorio, neuroprotetora (JIN et
al., 2016; CALZADA et al., 2017; VELAGAPUDI; EL-BAKOUSH; OLAIJIDE, 2018).
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Tabela 4: Substancias com identificacdo sugerida pela analise dos espectros do EEB e das fases de Sida planicaulis Cav. obtidas pela técnica ESI-

IT-MS.
Formula ) : e -
Molecular [M-H] lon fragmentado Identificacédo proposta Referéncias
i (Acido ferulico) PLAZONIC, 2009; ZHANG et al.,
Sp-3 C10H1004 193 149 134 3-metoxi,4-hidroxicinamoil 2013; SOUZA, 2018
) CLIFFORD et al., 2006; PEREIRA
Sp-4 C16H170s 337 191 163 Acido 3-p-cumaroilquinico etal., 2007; PLAZONIC et al.,
2009
Sp-5 C16H1709 353 191 179 Acido 3-p-cafeoilquinico CLIFFORD (;tl aI.Z,OZO%O3; DUGO et
i (Astragalina)
Sp-6 C21H19011 447 285 Canferol-3-O-glicopiranosideo YE et al., 2005
Sp-7 C2H22013 493 375 331 151 8-metoxiquercetina-3-O-glicosideo WANG et al., 2015
(Tilirosideo) KACHLICKI et al., 2008; NEGRI;
Sp-8 C3oH25013 593 447 285 Canferol 3-O-(6"’-E-pcoumaroil)  SANTI; TABACH, 2013; FELIPE
glicosideo etal., 2014
SANCHEZ-RABANEDA et al.,
Sp-9 C27H20015 593 285 257 229 Canferol-3-O-rutinosideo 2002; MEDINA et al., 2009;
FERNANDES, 2017
Sp-10 Cy1H2sO1e 609 301 (Rutina) DUBBER et al., 2004; MEDINA et

Quercetina-3-O-7-O-ramnosideo

al., 2009
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5.5. Avaliacdo da atividade antimicrobiana do EEB, das fases e substancias isoladas de

Sida planicaulis Cav.

Neste trabalho, o EEB, as fases obtidas apds o particionamento do EEB e substancia
isolada da fase cloroférmica oriundos das partes aéreas de Sida planicaulis foram testadas frente
a cepas de bactérias gram-positiva (Staphylococcus aureus ATCC-25923), gram-negativas
(Pseudomonas aeruginosa ATCC-25853, Escherichia coli ATCC-18739, Escherichia coli LM-
35), fungos leveduriformes (Candida albicans ATCC-60193, Candida albicans LM-38,
Candida albicans LM-38, Candida tropicalis ATCC-13803, Cryptococcus gatti INCQS-
40113, LM-38, Cryptococcus neoformans FCF-119-38, Cryptococcus neoformans LM-49) e
fungos filamentosos (Aspergillus flavus ATCC-1303, Aspergillus niger LM-23).

O controle negativo utilizado foram os antibidticos gentamicina (64 pg/mL) para
inibicdo das bactérias e para inibigdo dos fungos.

Apos realizacdo da CIM e incubagdo em estufa a 35°C + 2°C por 24 ou 48 horas para
as bactérias e os fungos leveduriformes e incubacdo em estufa com temperatura de 28°C + 2°C
por 7 dias para os fungos filamentosos, os resultados antimicrobianos foram expressos na tabela
5 (pag. 95).
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Tabela 5: Resultados da avaliacdo da Concentracdo Inibitéria Minima/CIM (ug/mL) do EEB, das fases e de substancia isolada contra cepas bacterianas
e flngicas.

MICRORGANISMOS
™ S ™ o ™ ™ ) 2 ™
N QLo 1] 9 n O - c S i
Qo S N _ 2 9 2 = ®© | .. o T o © v o -
PRODUTOS 8 |58 |59 |58/ 858 |8®8|8§9|(E9 |3 |Eg |22 |s5¢%
s 8 =8 w8 |u3 58 (2228858 |85 82|58 /53
© © = D .
b e < = = D= I i O |& ik |- |< g | <
< o < < < O < T G 8) <
Fase Hexanica + + + + + + + + + + + +
EEB + + + + + + + + + + + +
Fase
+ + + + + + + + + + + +
Hidroalcodlica
Fase Acetato de Etila + + + + + 128 + 1024 1024 512 + +
Fase
o + + 1024 1024 1024 256 + 1024 1024 512 + +
Cloroférmica
Sal da Criptolepina + + 1024 256 512 128 + 512 1024 512 + +
Controle: Meio de ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) ) )
cultura
Controle: Micro- + + + + + + + + + + + +
organismo
Contro-le: X X X X ) ) ) ) ) ) ) )
Anfotericina B
Contrglg: - - - - X X X X X X X X
Gentamicina
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Nesta técnica podemos avaliar de forma quantitativa a concentracdo que é capaz de
inibir o crescimento livre do fungo. Os resultados da determinagdo da CIM nos mostram que
os produtos 1 (fase hexanica), 2 (EEB) e 3 (fase hidroalcodlica) ndo apresentaram atividade
antimicrobiana. Em contrapartida, o produto 4 (fase acetato de etila) inibiu quatro cepas
fangicas: C. albicans LM-38 com CIM de 128 pg/mL; C. neoformans LM-49 com CIM de 512
pug/mL; C. neoformans FCF-119 e C. gatti INCQS-40113 com CIM de 1024 pg/mL. Ja 0
produto 5 (fase cloroférmica) inibiu as cepas: C. albicans LM-38 com CIM de 256 pug/mL; C.
neoformans LM-49 com CIM de 512 pg/mL; E. coli ATCC-18739, E. coli LM-35, C. albicans
ATCC-60193, C. neoformans FCF-119 e C. gatti INCQS-40113 com CIM de 1024 pg/mL. O
produto 6 (sal da criptolepina) apresentou perfil de inibicdo semelhante ao produto 5, porém,
com maior eficacia contra determinadas cepas: C. albicans LM-38 com CIM de 128 pg/mL; E.
coli LM-35 e C. gatti INCQS-40113 com CIM de 512 ug/mL, C. neoformans LM-49 e C.
albicans ATCC-60193 com CIM de 512 pug/mL; E. coli ATCC-18739 e C. neoformans FCF-
119 com CIM de 1024 pg/mL. Assim, a fase cloroférmica e o composto quimico isolado, sal
da criptolepina, foram o0s que tiveram a capacidade de inibir a maior quantidade de
microorganismo.

As cepas S. aureus ATCC-25923, P. aeruginosa ATCC-25853, C. tropicalis ATCC-
13803, A. flavus ATCC-13013 e A. niger LM-23 se mostram resistentes a todos os produtos
testados.

Levando em consideracdo os microorganismos utilizados, os fungos C. albincans e C.
neoformans foram aqueles que apresentaram maior sensibilidade aos produtos (4, 5 e 6),
apresentando uma CIM que variou de 128 pg/ml a 512 pg/ml. Segundo Sartoratto e
colaboradores (2004), produtos com CIM até 600 pg/mL apresentam forte atividade
antimicrobiana, entre 600 e 1500 pg/mL moderada atividade antimicrobiana, e acima de 1500
pug/mL fraca atividade antimicrobiana. De acordo com esta classificacdo, os produtos testados
frente a estes dois fungos leveduriformes apresentaram forte atividade antimicrobiana.

Estudo realizado por Chaves et al., (2016) com a espécie Sida rhombifolia, pertencente
ao mesmo género da espécie em estudo, corrobora com os resultados encontrados neste presente
trabalho, onde o produto sal da criptolepina apresenta em ambos estudos uma forte atividade
antifungica sob diferentes cepas de Candida albicans. Este alcaloide foi o que apresentou
resultados mais promissores no presente trabalho, isto pode estar relacionado com o fato de ser
uma substancia ja isolada, ndo sofrendo assim interferéncia de outros constituintes e também

por se apresentar na forma protonada.
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Sailaja et. al., (2015) relata que os extratos aquoso, de acetona, cloroférmico e éter de
petroleo das folhas de Sida cordifolia apresentam atividade antibacteriana contra Pseudomonas
aeroginosa, resultado este que ndo foi obtido neste trabalho com a espécie Sida planicaulis.

O resultado aqui encontrado fortalece a importancia na busca por medicamentos a partir
de fontes naturais, uma vez que estas apresentam atividade bacteriana comprovada
cientificamente. As espécies de Candida séo responsaveis por 80% dos casos de infecces
fangicas sistémicas (SOYER et al., 2017) e uma busca constante para o seu tratamento acontece
para que haja um controle. O sal da criptolepina aqui isolado e com atividade fungica

considerada forte pode se tornar uma alternativa no tratamento de Candida albicans.



6.Conclusoes
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< O estudo fitoquimico da fase cloroférmica do extrato etandlico bruto das partes aéreas
de Sida planicaulis Cav. (Malvaceae), realizado através de métodos cromatogréaficos
usuais e técnicas espectroscopicas RMN H e 3C uni e bidimensionais e comparagfes
com os dados da literatura, permitiram isolar e caracterizar as estruturas de duas
substéncias, sendo uma curmarina (6,7- dihidroxicurmarina — Esculetina) e um alcaloide
(5-N-metil-6,9,10,10a-tetraidro-4aH-indol[3,2-b]quinolin-5-a — Sal da criptolepina),
sendo estas inéditas na espécie Sida planicaulis Cav., contribuindo assim com o perfil

fitogquimico do género Sida.

<> Por meio da técnica utilizando espectrometria de massas (FIA-ESI-1T-MS) propomos a
identificacdo de 8 substancias, a maioria flavonoides O-glicosideos, sendo 0s

constituientes quimicos inéditos na espécie Sida planicaulis.

S Uma avaliagio da atividade antimicrobiana do EEB e fases de Sida planicaulis como
também do alcaloide (sal da criptolepina) isolado da fase cloroférmica, evidenciou que
o sal da criptolepina apresentou frente as cepas Escherichia coli, Candida albicans,
Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans, a melhor atividade com CIM variando

entre moderada e 6tima.
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