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ALBUQUERQUE, Janderson Barbosa Leite de. Estudo Fitoquimico da espécie
Pavonia malacophylla (Link & Otto) Garcke (Malvaceae sensu lato) e avaliacdo
microbioldgica dos seus compostos fenolicos. 129 p. Dissertagdo (Mestrado em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos) — Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
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RESUMO

As plantas medicinais atuam como fontes alternativas ou complemento na terapia de
farmacos alopéticos. A familia Malvaceae sensu lato destaca-se por apresentar inimeros
compostos descritos na literatura com propriedades farmacologicas atuando como
anticancer, anti-inflamatéria, antioxidante, antimicrobiana e antiviral. Pavonia
malacophylla é conhecida popularmente como malva-rosa, distribuida por grande parte
do territorio brasileiro. Essa pesquisa teve como objetivo isolar fitoconstituintes de P.
malacophylla e avaliar o potencial antimicrobiano de seus compostos fendélicos frente as
cepas bacterianas Staphylococcus aureus MRSA, Staphylococcus epidermidis,
Salmonella enterica Typhimurium e Klebsiella pneumoniae. O estudo fitoquimico foi
realizado com as partes aéreas de P. malacophylla que foram desidratadas, trituradas e
submetidas a maceracdo com EtOH a 95%. O Extrato Etanolico Bruto (EEB) por filtracdo
rapida utilizando silica gel como fase estacionaria e hexano, acetato de etila e metanol
como fases mdveis puros ou em misturas binarias, forneceu a fracdo AcOEt:MeOH (1:1)
que foi submetida a uma cromatografia utilizando como fase estacionaria Amberlite
XAD-2 e fases moveis agua, metanol, hexano, acetona e acetato de etila. A fragdo MeOH
100% foi submetida a sucessivas colunas cromatograficas utilizando Sephadex LH-20
como fase estacionaria e como eluentes 0 MeOH e MeOH:CHCI3 nas propor¢oes (7:3) e
(1:1). As fragdes foram comparadas por CCDA e reunidas de acordo com a semelhanga
do perfil de eluicdo. A partir destes processos foram obtidas as substancias codificadas
como Pm-1 (15,0 mg), Pm-2 (3,0 mg), Pm-3 (20,0 mg), Pm-6 (18,0 mg) e Pm-7 (10,0
mg). Posteriormente, realizou-se uma cromatografia liquido-liguido com o EEB
utilizando hexano, cloroférmio e acetato de etila como fases mdveis, obtendo suas
respectivas fases, além da fase hidroalcodlica. A fase cloroférmica foi submetida a uma
coluna cromatografica utilizando silica flash como fase estacionaria e como eluentes o
hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em misturas binarias. As fracbes foram
comparadas por CCDA e reunidas de acordo com a semelhanca do perfil de elui¢do. Deste
processo cromatografico foram obtidas as substancias codificadas como Pm-4 (10,0 mg)
e Pm-5 (12,0 mg). Sete substancias foram isoladas e caracterizadas por espectroscopia de
RMN H e *C uni e bidimensionais e através de comparag6es com dados da literatura foi
possivel identifica-las como sitosterol-3-O-p-D-glicopiranosideo (Pm-1), 3,5,7,4’-
tetrahidroxi flavona (canferol) (Pm-2), canferol 3-O-4-D-(6"’-E-p-coumaroil) glicosideo
(tilirosideo) (Pm-3), decanol (Pm-4), 5,7-dihidroxi-3,8,4"-trimetoxi flavona (Pm-5),
canferol-3-$-D-glicopiranosideo (astragalina) (Pm-6) e metil-4-hidroxi-cinamato (Pm-7).
A avaliacdo antimicrobiana resultou na inibicdo do crescimento das cepas de S. aureus
MRSA, S. epidermidis e S. enterica Typhimurium frente aos compostos Pm-5, Pm-6 e
Pm-7 na concentragdo > 512 pg/mL. Todos os compostos foram isolados pela primeira
vez na espécie, sendo trés destes re-isolados (Pm-1, Pm-2 e Pm-3) e um isolado pela
primeira vez no género Pavonia (Pm-7), contribuindo com os conhecimentos
guimiotaxondmicos e etnofarmacoldgicos da familia Malvaceae sensu lato.

Palavras-chave: Estudo fitoquimico, Malvaceae sensu lato, Pavonia malacophylla,
Atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Medicinal plants act as alternative sources or complements in allopathic drug therapy.
The family Malvaceae sensu lato stands out for presenting numerous compounds
described in the literature with pharmacological properties acting as anticancer, anti-
inflammatory, antioxidant, antimicrobial and antiviral. Pavonia malacophylla is
popularly known as ‘malva-rosa’, distributed over much of the Brazilian territory. This
research aimed to isolate phytoconstituents from P. malacophylla and evaluate the
antimicrobial potential of their phenolic compounds against the bacterial strains
Staphylococcus aureus MRSA, Staphylococcus epidermidis, Salmonella enterica
Typhimurium and Klebsiella pneumoniae. The phytochemical study was carried out with
aerial parts of P. malacophylla that were dehydrated, crushed and subjected to maceration
with 95% EtOH. The Crude Ethanol Extract (CEE) by rapid filtration using silica gel as
stationary phase and hexane, ethyl acetate and methanol as pure mobile phases or in
binary mixtures, provided the AcOEt:MeOH fraction (1:1) which was subjected to
chromatography using as stationary phase Amberlite XAD-2 and mobile phases water,
methanol, hexane, acetone and ethyl acetate. The 100% MeOH fraction was subjected to
successive chromatographic columns using Sephadex LH-20 as stationary phase and
MeOH and MeOH:CHCIs as eluents in proportions (7:3) and (1:1). Fractions were
compared by TLC and pooled according to elution profile similarity. From these
processes, substances coded as Pm-1 (15.0 mg), Pm-2 (3.0 mg), Pm-3 (20.0 mg), Pm-6
(18.0 mg) and Pm-7 (10.0 mg). Subsequently, a liquid-liquid chromatography was
performed with CEE using hexane, chloroform and ethyl acetate as mobile phases,
obtaining their respective phases, in addition to the hydroalcoholic phase. The chloroform
phase was subjected to a chromatographic column using flash silica as stationary phase
and hexane, ethyl acetate and methanol as eluents, pure or in binary mixtures. Fractions
were compared by TLC and pooled according to elution profile similarity. From this
chromatographic process, substances coded as Pm-4 (10.0 mg) and Pm-5 (12.0 mg) were
obtained. Seven substances were isolated and characterized by one and two-dimensional
'H and ¥C NMR spectroscopy and through comparisons with literature data it was
possible to identify them as sitosterol-3-O-f-D-glucopyranoside (Pm-1), 3,5,7,4-
tetrahydroxy flavone (kaempferol) (Pm-2), kaempferol-3-O-p-D-(6"-E-p-coumaroyl)
glycoside (tiliroside) (Pm-3), decanol (Pm-4), 5,7-dihydroxy-3,8,4'-trimethoxy flavone
(Pm-5), kaempferol-3-5-D-glucopyranoside (astragalin) (Pm-6) and methyl-4-hydroxy-
cinnamate (Pm-7). The antimicrobial evaluation resulted in growth inhibition of S. aureus
MRSA, S. epidermidis and S. enterica Typhimurium strains against Pm-5, Pm-6 and Pm-
7 at a concentration > 512 pg/mL. All compounds were isolated for the first time in the
species, three of which were re-isolated (Pm-1, Pm-2 and Pm-3) and one isolated for the
first time in the genus Pavonia (Pm-7), contributing to the chemotaxonomic knowledge
and ethnopharmacological from the family Malvaceae sensu lato.

Keywords: Phytochemical study, Malvaceae sensu lato, Pavonia malacophylla,
Antimicrobial activity.
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Recorrer as virtudes curativas utilizando plantas medicinais remonta desde os
primdérdios da existéncia do homem, que sempre buscou formas de sobrevivéncia aliando-
se as plantas devido as suas condi¢des de vida, explorando-as e fazendo uso, como
combustiveis, vestimentas, abrigo, alimento e remédios (JAMSHIDI-KIA;
LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018).

As referéncias histéricas sobre o uso de plantas medicinais na terapéutica relatam
0 seu uso por todas as civilizagdes. Durante séculos a humanidade vem despertando
interesse para a consciéncia da importancia de produtos naturais como forma de
manutencdo e restauracdo da salde. Esses beneficios sdo obtidos através de preparacdes
medicinais feitas a partir de partes das plantas medicinais e, que ao longo dos anos, foram
sendo observados e comprovados 0s seus efeitos terapéuticos ou tdxicos por meio de
experimentos cientificos (GHAVAM-HAGHI & DINANI, 2017).

A fonte mais antiga de obtencdo de produtos biologicamente ativos trata-se das
ervas medicinais que por muitos anos foram extensivamente utilizadas como bases ou
ingredientes de formulacgdes para tratamento e cura de diferentes enfermidades. Diversas
culturas como a Egipcia, Hindu, Persa, Grega e povos da Ameérica pré-colombiana
promoviam essas praticas terapéuticas (ROCHA, et al., 2021).

O conhecimento sobre o0 uso dessas espécies foi adquirido de forma empirica e
sendo transmitido por longas geracGes de maneira tradicional através da medicina
popular, onde este tipo de comunicacdo contribuiu de fato para a prospec¢do do
conhecimento adquirido sobre as propriedades terapéuticas das plantas (CORDEIRO,
2018).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) cerca de 80% da populagdo
mundial fazem uso de plantas medicinais pela em busca da cura ou o alivio de doencas,
enquanto que no Brasil o consumo de infusdes alcanc¢a a marca de 90,1%. Um dos fatos
que se tem em relacdo ao consumo de plantas estd vinculado aos habitos dos povos
indigenas que fortaleceram essa relacao direta com a natureza (BRAGA & SILVA, 2021).

Muitos dos medicamentos que estdo disponiveis no mercado foram obtidos de
fontes naturais de forma direta ou indireta através de semissinteses, totalizando cerca de
68,8% dos produtos ja desenvolvidos, sendo a maioria destes adquiridos de espécies
vegetais (NEWMAN & CRAGG, 2020).

O Brasil por ser um pais tropical e devido a sua grande extensdo territorial
concentra a maior biodiversidade mundial espalhada pelos seis biomas terrestres,
correspondendo a 55% das espécies endémicas do territorio nacional, onde a riqueza da
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flora brasileira e 0 seu potencial de cura representam um campo promissor para o
desenvolvimento da fitoquimica que possibilita a descoberta de moléculas e seus
derivados com grande potencial terapéutico. Atualmente existem 43.659 espécies para a
flora brasileira, sejam elas nativas, cultivadas e naturalizadas, compreendendo 4.993 de
algas, 35.539 de angiospermas, 1.610 de briofitas, 114 gimnospermas e 1.403 de
samambaias e licofitas (FLORA DO BRASIL, 2020).

Diante da variedade de espécies vegetais encontradas no Brasil que atuam na cura
das enfermidades destacam-se, tanto do ponto de vista quimico, quanto farmacoldgico,
as espécies pertencentes a familia Malvaceae sensu lato. Estudos com espécies da referida
familia tem demonstrado o alto poder antimicrobiano de extratos, fragdes e compostos
isolados, tais como: feofitinas, alcaloides, terpenoides e flavonoides (SILVA, et al., 2009;
GOMES, et al., 2011; TELES, et al., 2014; CHAVES, 2016; CHAVES, et al., 2017
OLIVEIRA, 2019).

Baseado nesses aspectos e considerando o grande potencial microbiolégico do
género Pavonia, buscou-se continuar o estudo fitoquimico das partes aéreas da espécie
Pavonia malacophylla (Link & Otto) Garcke, conhecida popularmente como malva-rosa
que, em um estudo realizado por Chaves (2016), revelou atividade antimicrobiana
significativa de seu extrato, fracbes e substancias isoladas, sendo de grande valia a
necessidade de isolar novos compostos com potencial antimicrobiano, a fim de contribuir

com a Quimiotaxonomia da familia Malvaceae sensu lato.
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2.1. Objetivo Geral

Contribuir com os conhecimentos cientificos da familia Malvaceae sensu lato,
com foco na espécie Pavonia malacophylla (Link & Otto) Garcke, atraves do estudo

fitoquimico de suas partes aéreas e avaliacdo microbiologica das substancias isoladas.

2.2. Objetivos Especificos

+¢+ Isolar, purificar e caracterizar estruturalmente os constituintes quimicos das partes
aéreas de Pavonia malacophylla (Link & Otto) Garcke, buscando-se conhecer,
através de métodos cromatograficos e espectroscopicos, o perfil de metabdlitos
secundarios produzidos pela espécie.

¢+ Auvaliar o potencial microbioldgico das substancias isoladas contra 4 linhagens
bacterianas patogénicas por meio do ensaio disco-difusdo e ensaio de
microdiluicdo através da determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM).

.

¢ Divulgar os resultados da pesquisa em eventos cientificos e periddicos

especializados com Qualis no minimo A4.
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3.1. Consideracdes sobre a familia Malvaceae sensu lato A. Juss.

Estudos detalhados de filogenia baseados em dados moleculares e pesquisas com
dados anatémicos, biogeograficos, quimicos e morfolégicos mostraram uma relagédo
filogenética entre as familias Bombacaceae, Sterculiaceae, Tiliaceae e Malvaceae,
constituindo a maior familia inserida na ordem Malvales. Segundo o sistema de
classificacdo Angiosperm Phylogeny Group APG | (1998), APG Il (2003), APG IlI
(2009) e APG 1V (2016), a familia Malvaceae sensu lato agora engloba todas as 21
espécies da familia Malvaceae sensu stricto e as novas 9 subfamilias (Grewioideae,
Brownlowioideae, Tilioideae, Sterculioideae, Byttnerioideae, Dombeyoideae,
Helicteroideae, Malvoideae e Bombacoideae) (Esquema 1, pag. 25) (SILVA, 2014;
STEVENS, 2017).

Esta familia se caracteriza por apresentar uma ampla distribuicao pantropical, com
250 géneros e 4.300 espécies propagadas mundialmente pelas regibes tropicais,
subtropicais e menos prevalente nas regides temperadas (Figura 1, pag. 26) (FIRMINO,
2018). No Brasil, a familia inclui 80 géneros e 840 espécies, sendo 7 destes géneros e 443
espécies endémicas do pais com distribuicdo fitogeografica por todo o territério nacional,
realcando assim a grande diversidade da flora brasileira (FLORA DO BRASIL, 2020).

Esquema 1. Classificacdo filogenética da familia Malvaceae sensu lato.

Malvaceae sensu lato
| | |
[ Brownlowioideae ] [ Sterculioideae ] [ Dombeyoideae ] Malvoideae

s

[ Grewioideae ] [ Tilioideae ] [ Byttnerioideae ] [ Helicterioideae ] Bombacoideae ]

.

-
| Bombacaceae ]
| Tiliaceae I [ Sterculiaceae ] -
Malvaceae sensu stricto

Pavonia [ Eumalvoideae ]

Fonte: Adaptado de APG IV, 2016.
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As Malvéaceas apresentam-se como arvores, arbustos ou subarbustos. Seus ramos
sdo classificados em cilindricos ou planos, com folhas alternas, espiraladas ou disticas,
simples e pecioladas; os nectarios extraflorais podem ou nédo estarem presentes. As flores
sdo encontradas solitarias ou como inflorescéncias, em posicdes axilares ou terminais; a
maioria hermafrodita; o epicalice geralmente esta presente; o calice gamossépalo ou
dialissépalo; frequentemente compostas por 5 sépalas e 5 pétalas; os estames contém
filetes livres; ovario superiorizado; estiletes livres em numeros pares ou em dobro a
quantidade de carpelos; seus estigmas sdo capitados ou lobados. Os frutos dessas plantas
sdo compostos por capsulas, esquizocarpicos ou ndculas e suas sementes sdo aladas ou
n&o, glabras e pubescentes variando em quantidade (FERNANDES-JUNIOR & KONNO,
2017).

o
(OO0
\(}) 10.00‘

e

Fonte: https://www.discoverlife.org/mp/20m?act=make_map (Acesso em: 05/01/2022).

Dentre 0s géneros mais encontrados no Brasil pertencentes a esta grande familia
estdo: Abelmonchus (3), Abutilon (42), Gossypium (5), Helicteres (54), Herissantia (7),
Hibiscus (62), Pavonia (242), Sida (173), Sidastrum (4), Urena (1), Waltheria (45),
Wissadula (23), entre outros (Figura 2, pag. 27). Muitas dessas espécies pertencentes a
familia Malvaceae sensu lato apresentam em seu metabolismo secundario constituintes
quimicos ja relatados na literatura no combate as enfermidades, tais como: alcaloides
(OLIVEIRA, 2019), terpenoides (TELES, et al., 2014), feofitinas (CHAVES, 2016),
flavonoides e esteroides (FERNANDES, 2021).
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Figura 2. Géneros pertencentes a Familia Malvaceae sensu lato.

<
B

. NAUNE J P'v .,;’ .‘ C
! y ,‘

A 8

(A) Abelmoschus, (B) Abutilon, (C) Gossypium, (D) Helicteres, (E) Herissantia, (F)
Hibiscus, (G) Pavonia, (H) Sida, (I) Sidastrum, (J) Urena, (K) Waltheria, (L) Wissadula.

Fonte: https://www.biodiversity4all.org (Acesso em: 05/01/2022).

Estudos quimico e bioldgico das mais diferentes espécies de Malvaceae sensu lato
mostraram atividades leishmanicida de Sidastrum paniculatum (TELES, et al, 2015),
larvicida de Helicteres velutina contra o mosquito Aedes aegypti (FERNANDES, et al.,
2018), vasorrelaxante de Sida rhombifolia (CHAVES, et al., 2017), antimicrobiana de
Sidastrum micranthum (GOMES, et al., 2011), além de outras atividades descritas na
Tabela 1 (pags. 27-29) juntamente com suas respectivas estruturas quimicas evidenciados
no Quadro 1 (pags. 29-31). Dessa maneira, espécies de Malvaceae se tornam foco de

estudos cientificos a fim de se comprovar suas utilizaces pela medicina popular.

Tabela 1. Substancias isoladas de espécies da familia Malvaceae sensu lato e suas
atividades biologicas e/ou farmacoldgicas ja relatadas na literatura.

Classe Constituintes Quimicos Fonte At|V|dage_ Referéncia
) Farmacologica

Acidos Acido palmitico (1) _ _ o NAYAK, et al.,
_ i Pavonia odorata ~ Antiprotozoaria

graxos Acido caproico (2) 2020

] Acido feralico (3)

Acidos _ ) o o GASCA, etal.,

) Acido siringico (4) Pavonia sepioides Antioxidante
fenolicos 2013

Acido cafeico (5)



https://www.biodiversity4all.org/
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Tabela 1. Substancias isoladas de espécies da familia Malvaceae sensu lato e suas
atividades bioldgicas e/ou farmacoldgicas ja relatadas na literatura (Cont.).

_ _ _ o CHAVES, et al.,
Sal da Criptolepina (6) Sida rhombifolia Vasorrelaxante 2017
] ) ) JADULCO, etal.,
Waltheriona A (7) Melochia odorata Anti-HIV
2014
Alcaloides (8R)-8-hidroxi- o o CRETTON, et al.,
) Waltheria indica Antitripanossoma
waltheriona M (8) 2020
. » o . o RAHIM, etal.,
Kleinhospitina E (9) Kleinhovia hospita ~ Antiproliferativa 2018
Antidesmona (10) Melochia chamaedrys  Anti-inflamatéria LU, et al., 2017
p-sitosterol e Sidastrum o . CAVALCANTE,
_ ) Anti-inflamatoria
) estigmasterol (11,12) paniculatum etal., 2010
Esteroides i
o ) Antitumor, SARAVANAN,
Etil-isoallocholate (13) Pavonia odorata _ )
antibacteriana etal., 2014
132-S-hidroxi-feofitina Sidastrum o ) GOMES, et al.,
] Antimicrobiana
o a(14) micranthum 2015
Feofitinas : i :
132(S)-hidroxi-(17°%)- Sidastrum _ o TELES, etal.,
) ) Leishmanicida
etoxifeoforbideo a (15) paniculatum 2015
7,4'-di-O-metil-8-O- _ _ N FERNANDES,
Helicteres velutina Larvicida
sulfato flavona (16) 2021
- ) o ) CARVALHO, et
Tilirosideo (17) Herissantia crispa Antitumoral
al., 2011
7.4’-di-O- Sidastrum
metilisoescutelareina . Leishmanicida
paniculatum
(18)
Acacetina (19
Flavonoides ( ) . TELES, etal,
7-O-sulfato acacetina e Wissadula ) 2015
o Antitumoral
4’-0O-metil-8-O-sulfato periplocifolia

isoescutelareina (20,21)

Quercitrina (22)

Pavonia xanthogloea

MOSTARDEIRO,
etal., 2014

Antioxidante

Rutina (23)

Pavonia alnifolia

ANDRADE, et

Hipotensora
al., 2012
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Tabela 1. Substancias isoladas de espécies da familia Malvaceae sensu lato e suas
atividades bioldgicas e/ou farmacoldgicas ja relatadas na literatura (Cont.).

Cicloart-23-Z-en-34, 25-

diol (24)

Pavonia

glazioviana

Antimicrobiana

OLIVEIRA, 2019

Vomifoliol (25)

Pavonia multiflora

Antiproliferativa
e anti-

inflamatoria

BAI, etal., 2011

Terpenoides

. Pavonia o )
a e f-amirinas (26,27) Antimicrobiana ~ CHAVES, 2016
malacophylla
Acido 3-O-trans- _ _ o QUANG, et al.,
) . Helicteres hirsuta Citotoxica
cafeoilbetulinico (28) 2018
) o Helicteres ZHANG, et al.,
Metil helicterilato (29) o Hepatoprotetora
angustifolia 2018
. L. . . o ) KUMAR, et al.,
Acido oleanolico (30) Helicteres isora Antimicrobiana 2017

Quadro 1. Estruturas quimicas de substancias isoladas de espécies de Malvaceae sensu

lato.
3)
(1) ) o
HO\H/\/\/ oH
O
®)
o)
HO N 0H
HO
®) ®)
O
@\M H/
. O
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Quadro 1. Estruturas quimicas de substancias isoladas de espécies de Malvaceae sensu
lato (Cont.).

(10) (11)

(12)
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Quadro 1. Estruturas quimicas de substancias isoladas de espécies de Malvaceae sensu
lato (Cont.).

(25) (26) (27)

(29) (30)

3.2. Consideracdes sobre o género Pavonia Cav.

O género Pavonia compreende cerca de 271 espécies ao redor do Novo e Velho
Mundo. Aproximadamente 224 espécies sdo encontradas por todo o continente americano
estendendo-se desde os Estados Unidos até as Antilhas, disseminando-se até a América
do Sul (Figura 3, pag. 32) (GRINGS & BOLDRINI, 2013).

No Brasil o género Pavonia corresponde a aproximadamente 136 espécies (87
destas endémicas) com ampla distribuicdo fitogeografica (ESTEVES, 2015). Grande
parte das espécies de Pavonia ocorrem sob formacGes pedregosas, transicdes floresta-
campo, até em areas acidentadas como margens de rodovias. Estas espécies se propagam
por todo o territorio nacional, especialmente nas regides Nordeste e Sudeste,
concentrando-se em areas de campos, cerrados, caatingas e em dominios de Mata
Atlantica (GRINGS & BOLDRINI, 2013).
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Figura 3. Distribuicdo geografica do género Pavonia Cav.

9 S .
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Fonte: https://www.discoverlife.org/mp/20m?act=make_map (Acesso em: 05/01/2022).

As espécies do género Pavonia apresentam-se como ervas, arbustos ou
subarbustos, possuindo folhas de 1dminas inteiras e sem producédo de nectarios. Algumas
caracteristicas em comum sdo encontradas entre as espécies de Pavonia, dentre elas as
flores que sdo geralmente solitarias e axilares, de 4-25 epicdlices, multiplas bractéolas
livres, um calice em namero de cinco, tubulosas, e cupuliformes, 5 pétalas, obovadas e
coloridas, tubo estaminal pentadenteado e ovario pentacarpelar, carpelos uniovulados,
estiletes em numero de 10 e estigmas capitados. Seus frutos sdo esquizocarpicos,
compostos de cinco mericarpos com face dorsal nervado-reticulada, faces laterais lisas e
glabras e suas sementes caracterizam-se por serem lisas ou estriadas ou reniformes
(ESTEVES & KRAPOVICKAS, 2009).

Diversas espécies pertencentes ao género sao utilizadas como fonte medicinal,
onde dados da literatura comprovam essas atividades terapéuticas baseados no uso pela
medicina popular. Dentre elas, a espécie Pavonia zeylanica, endémica do continente
asiatico é utilizada pelos povos como anti-inflamatdria, anti-helmintica, analgésica,
emoliente, antipirética e anti-hemorragica (PREMAMALINI, et al., 2017;
SATHISHKUMAR & ANBARASU, 2019; DADDAM, et al., 2020).

O extrato etandlico das folhas e o extrato aquoso das folhas e caules desta mesma
espécie apresentaram atividade anti-inflamatéria (KUMAR, et al., 2018) e antidiabética
(KALARANI, et al., 2012); e acdo vermifuga e purgativa por meio de uma saponina
triterpénica, denominada pavofilina isolada do caule dessa espécie (TIWARI &
MINOCHA, 1980), comprovando assim a sua utilizagéo pela medicina tradicional.
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Um estudo realizado por Andrade e colaboradores (2012) com o extrato
hidroetandlico do caule da espécie Pavonia alnifolia mostrou atividade hipotensora dose-
dependente por inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA); outro estudo
realizado com o extrato etanolico do caule da mesma espécie apresentou atividade
gastroprotetora, devido a presenca majoritaria de flavonoides como a rutina e um grande
teor de fendlicos (EWALD, et al., 2015). Além disso, o extrato aquoso das folhas de
Pavonia lasiopetala apresentou atividade antiurolitidtica in vitro (RAMPRASAD, et al.,
2019).

O flavonoide canferol 3-O-5-D-(6’’-E-p-coumaroil) glicosideo, conhecido por
tilirosideo isolado da espécie Pavonia varians apresentou atividade hipoglicemiante in
silico (FERNANDO, et al., 2020), onde esta mesma espécie ja é utilizada pela medicina
tradicional no combate as infec¢Ges do aparelho digestivo, bem como inflamacdes de
boca e garganta (LEAL, 2008). A analise do extrato etanolico bruto e fases obtidas das
partes aéreas de Pavonia xanthogloea mostrou atividades antioxidante e antitumoral
frente ao cancer de préstata devido a presenca majoritaria do flavonoide tilirosideo em
todas as fracbes (MOSTARDEIRO, et al., 2014).

Estudos fitoquimicos realizados com extratos, fracdes e compostos isolados de
Pavonia glazioviana, Pavonia malacophylla, Pavonia distinguenda, Pavonia odorata e
Pavonia spinosa mostraram atividade antimicrobiana significativa frente a diversas cepas
bacterianas e fungicas (OLIVEIRA, 2019; CHAVES, 2016; GARCIA, 2007; BHAVANI,
2015; KASHIMA, et al., 2014; LOZANO, et al., 2021).

Alguns compostos isolados de espécies do género Pavonia estdo descritos na
Tabela 2, (pags. 33-35) juntamente com suas respectivas estruturas quimicas evidenciadas
no Quadro 2, (pags. 35-37).

Tabela 2. Substéancias isoladas de espécies do género Pavonia Cav. e suas fontes.

Classe Constituintes Quimicos Fonte Referéncias

Metil oleato (1)

o Acido dodecanoico (2)

Acidos ) RAYAR, et al., 2015;
Metil tetradecanoato (3) P. odorata

graxos o ) KASHIMA, et al., 2014
Acido tetradecanoico (4)

Metil palmitato (5)
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Tabela 2. Substancias isoladas de espécies do género Pavonia Cav. e suas fontes (Cont.).

Acidos

fenolicos

Gossipol (6)
Acido galico (7)
Acido vanilico (8)

Acido ferulico (9)

Acido p-coumérico (10)
Acido protocatecuico (11)

Acido clorogénico (12)

Catequina (13)

Acido p-hidroxifenilacético (14)

P. schiedeana
P. xanthogloea
P. sepioides

P. multifora

LOPES, 2014;
GASCA, et al., 2013;
MOSTARDEIRO, et

al., 2014; SOTELDO, et
al., 2005

Esteroides

Sitosterol-3-O-4-D-glicopiranosideo (15)
Estigmasterol-3-O-$-D-

glicopiranosideo (16)

P. cancellata

P. glazioviana

CASIMIRO-JUNIOR,
etal., 2013;
FERNANDES, 2013;
OLIVEIRA, 2019

Flavonoides

5,7,4'-trihidroxi-3,8-dimetoxi flavona (17)
3,7-di-O-metilcanferol (18)

Quercetina (19)
Cianidina (20)
Canferol (21)

P. xanthogloea
P. hastata
P. lasiopetala
P. cancellata
P. malacophylla

P. glazioviana

PUCKHABER, et al.,
2002;
MOSTARDEIRO, et
al., 2014; CHAVES,
2016; MANZOTTI,
2015; OLIVEIRA,
2019

Terpenoides

Cicloart-25-Z-en-3p, 24-diol (22)
Taraxerol p-metoxibenzoato (23)
Germanicol (24)

3-oxo-a-ionol (25)

Linalol (26)
Borneol (27)
Loliolida (28)
Carvona (29)
Lupeol (30)

8S,13-cedran-diol (31)

P. glazioviana
P. odorata
P. distinguenda

P. multiflora

GARCIA, 2007,
LOPES, 2014,
OLIVEIRA, 2019;
KASHIMA, et al.,
2014
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Tabela 2. Substancias isoladas de espécies do género Pavonia Cav. e suas fontes (Cont.).

CHAVES, 2016;

Pavofilina (32) TIWARI &
out 173-etoxi-feoforbideo a (33) P. zeylanica MINOCHA, 1980;
utros i
Acido cis-p-coumaérico-etil-éster (34) P. glazioviana RAYAR, et al.,
compostos o _ o )
Acido 2-hidroxi-etil-éster benzoico (35) P. odorata 2015; OLIVEIRA,

Dihidro-f-ionona (36)

2019; KASHIMA, et
al., 2014

Quadro 2. Estruturas quimicas das substancias isoladas de espécies do género Pavonia
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Quadro 2. Estruturas quimicas de substancias isoladas de espécies do género Pavonia

Cav. (Cont.).

(13)

(14)
OH

@)

(15)

HO

(29)
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Quadro 2. Estruturas quimicas de substancias isoladas de espécies do género Pavonia
Cav. (Cont.).

(32) (33)

(31)

OH

OH

3.3. Consideracdes sobre a espécie Pavonia malacophylla (Link & Otto) Garcke

A espécie Pavonia malacophylla (Link & Otto) Garcke é conhecida popularmente
como malva-veludo ou malva-rosa, geralmente floresce em ambientes de pastos, matas e
acostamentos de estradas. Apresenta-se como um subarbusto perene, com distribuicdo
neotropical, compreendendo desde o sul do México, América Central até Cuba, Peru,
Bolivia e estendendo-se por quase todo territério brasileiro (ESTEVES, 2015).

As ocorréncias confirmadas pelo Brasil se ddo pela regido Norte (Amazonas,
Amapa, Pard, Rondbnia, Roraima), regido Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao,
Pernambuco, Sergipe), regido Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo
Paulo) e regido Centro-Oeste (Distrito Federal, Mato Grosso), distribuidas entre os
dominios fitogeograficos da Amazonia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica (Figura 4,
pag. 38) (PORDEUS, 2016).
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Figura 4. Distribuicdo geogréafica da espécie Pavonia malacophylla.
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Fonte: https://www.discoverlife.org/mp/20m?act=make_map (Acesso em: 05/01/2022).

Quanto a morfologia a espécie foco do estudo apresenta um caule ramificado
desde a base, ramos cilindricos e revestidos por tricomas estrelados entremeados por
tricomas simples. Suas folhas séo simples alternadas helicoidais com um peciolo longo e
estipulas lineares, lanceoladas e vilosas (MOREIRA, 2011).

As flores sdo constituidas por um pedunculo mais longo que o peciolo, epicalice
com aproximadamente 20 brécteas recobrindo o calice formado por 5 sépalas soldadas,
apresentando uma textura membrandcea. Ambos sdo revestidos externamente por um
indumento castanho a ferrugineo, corola rdsea com 5 pétalas unidas na base, androceu
com estames soldados em tubo e gineceu pentacarpelar. O fruto é seco do tipo
esquizocarpo, constituido por 5 mericarpos recobertos por uma substancia mucilaginosa
esbranquicada, glabrescentes, enegrecidos e brilhantes, havendo propagacéo por meio da
liberacdo das sementes (Figura 5, pag. 39) (MOREIRA, 2011; ESTEVES, 2015;
PORDEUS, 2016).
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Figura 5. Caracterizacdo botanica da espécie Pavonia malacophylla.

Fonte:
05/01/2022).

Um estudo fitoquimico realizado por Chaves (2016) levou ao isolamento e
identificacdo de esteroides (sitosterol, mistura de estigmasterol e sitosterol glicosilados),
terpenoides (mistura de « e # amirinas), derivados da clorofila (132-hidroxi-feofitina a e
173-etoxi-feoforbideo a) e flavonoides (canferol, quercetina e tilirosideo). O Extrato
Etandlico Bruto das partes aéreas, fragdes e o flavonoide isolado tilirosideo mostraram
atividade antimicrobiana frente a bactéria gram-negativa Escherichia coli ATCC 25922
com uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) entre 300 e 400 pg/mL.

A fracdo acetato de etila (AcOEt) e a substancia 173-etoxi-feoforbideo a
apresentaram uma CIM de 400 e 250 ug/mL, respectivamente frente a cepa bacteriana
gram-positiva Staphylococcus aureus ATCC 15656 e apenas a fragdo AcOEt:MeOH (9:1)
apresentou uma CIM de 400 pg/mL frente ao fungo Candida albicans ATCC 1106.

Dessa forma, considerando o uso de plantas pela medicina popular e atividades
farmacoldgicas ja comprovadas com as espécies do género Pavonia, esta pesquisa buscou
melhor explorar o potencial quimico e microbiolégico da espécie Pavonia malacophylla,
tendo em vista a infima quantidade de relatos presentes na literatura cientifica.


https://www.gbif.org/occurrence/gallery?taxon_key=7411858
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3.4. Aspectos gerais do mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos

Os processos infecciosos tém sido uma das principais causas de internacdes e
mortes nos Ultimos anos. Desde a descoberta da penicilina por Alexander Fleming em
1928 muitas doencas causadas por bactérias e fungos foram sendo tratadas e curadas,
porém com a introducdo dos antibidticos, os micro-organismos foram desenvolvendo
mecanismos de defesa que tém contrariado os mais avancados tratamentos atuais
(BRITO-FILHO, 2015; FURTADO, 2017).

A resisténcia aos antimicrobianos muitas das vezes ocorre pelo uso indiscriminado
de antibidticos. A utilizacdo destes sem acompanhamento médico, escolhas ou doses
inadequadas, levam a um processo de adaptacdo dessas bactérias ao meio em que se
encontram, sendo estas denominadas de multidrug-resistant (MDR), tornando-se assim
um agravo a saude publica em nivel mundial (TRONCOSO & ALENCAR, 2020).

Em 2017, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), incluiu a lista de prioridades
novas bactérias resistentes aos antibioticos, sendo elas: Acinetobacter baumannii
(CRAB), Pseudomonas aeruginosa (CRPA) resistente a carbapenémicos e a familia
Enterobacteriaceae englobando as bactérias gram-negativas Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Proteus spp. resistentes aos carbapenémicos e cefalosporinas de terceira
geracdo, onde estes patdgenos sdo responsaveis por cerca de um terco das infeccdes
hospitalares atualmente (GIACOBBEA; MIKULSKA,; VISCOLLI, 2018).

Os meios de defesa dos micro-organismos frente a antibioticoterapia sdo
caracterizados como mecanismos de resisténcia. Estes podem ocorrer de forma intrinseca
(tipico de cada bactéria, baseado em suas propriedades bioldgicas) ou adquirida (cada
micro-organismo obtém genes de resisténcia, que pode ser através de interacdes com
outras bactérias mais patogénicas, mutacfes cromossdmicas e/ou combinacdo de
mecanismos, como producao de bombas de efluxo, formacao de biofilmes bacterianos,
alteracdo da permeabilidade celular, atraveés de mecanismo enzimatico ou alteragdo do
sitio ativo do antimicrobiano) (Figura 6, pag. 41) (FRIERI; KUMAR; BOUTIN, 2016;
FARHADI, et al., 2018).
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Figura 6. Mecanismos de resisténcia antimicrobiana.
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Fonte: NOGUEIRA, et al., 2016.

Um dos principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos estd na
expressdo de bombas de efluxo, que sdo proteinas presentes nas membranas das bactérias
cuja funcdo é realizar o efluxo de substancias nocivas a vida bacteriana do meio
intracelular para o meio extracelular (NOGUEIRA, et al., 2016).

Em bactérias Gram-negativas que possuem duas membranas plasmaticas, 0s
farmacos podem ter acesso ao espaco periplasmatico através de porinas ou outros canais
proteicos e ainda se difundir pela membrana interna e alcangar o citoplasma. Os genes
qgue produzem essas bombas de efluxo irdo agir de forma a fornecer bombas de
componente Unico, ou seja, a droga parte do citoplasma para o espaco periplasmatico ou
ainda produzir bombas multicomponentes formadas de proteinas de canal e duas
proteinas de fusdo de membrana acessoria, cuja funcdo é eliminar a droga do meio
citoplasmatico para o meio extracelular (Figura 7, pag. 42) (LI; PLESIA; NIKAIDO,
2015).
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Figura 7. Aspectos gerais das bombas de efluxo que garantem a resisténcia bacteriana.
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Fonte: LI; PLESIA; NIKAIDO, 2015.

O desenvolvimento de medicamentos e a descoberta de novas substancias em
fontes naturais com atividade antimicrobiana podem desempenhar um papel importante

contra esses micro-organismos resistentes a atual terapia antibiotica.

3.4.1. Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MSRA)

O Staphylococcus aureus (Figura 8, pag. 43) é um patdgeno coagulase positiva
que se apresenta morfologicamente na forma de cocos Gram-positivos agrupando-se em
cachos, responsavel por causar diversas infecgdes humanas conhecidas como foliculites,
abcessos, casos de bacteremia, endocardites, sepse e choque septico. Cepas de S. aureus
resistente aos antibidticos mais atuais estdo associados as maiores taxas de morbidade e

mortalidade em infecgdes nosocomiais (JUSKO, et al., 2013).
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Fonte: Getty Images; GUNASEKHARAN, et al., 2021.

Este agente infeccioso apresenta alguns fatores de viruléncia e toxinas que
interferem na atual farmacoterapia. Tanto o antibidtico betalactamico meticilina e
oxacilina quanto o antibidtico glicopeptidico vancomicina fazem parte do arsenal de
resisténcia para S. aureus, sendo denominados de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MSRA) e vancomicina (VRSA). Dentre as mais tipicas toxinas que S. aureus
produz e secreta estdo as hemolisinas (alfa, beta, gama e delta), leucotoxinas, toxina
esfoliativa estafilococal (ETs), enterotoxinas estafilococais (SEs) e a Sindrome do
Choque Toxico pela toxina-1 (TSST-1). Ja os fatores de viruléncia incluem enzimas e
proteinas de superficie, como coagulase, proteases e estafilocinases, que atuam na adesao,
invasdo, penetracdo do tecido e fuga das células de defesa do hospedeiro (KONG; NEOH,;
NATHAN, 2016).

Dados epidemiol6gicos mostram que as infeccBes por MRSA tem evoluido nos
ultimos anos, principalmente em ambientes hospitalares. A caracteristica de
multirresisténcia aos antibioticos desperta uma preocupacao da comunidade cientifica em
desenvolver novas drogas com acdo para esse agente. Hoje em dia uma linhagem de
antibidticos que exibem boa atividade anti-MRSA sdo chamados de lipoglicopeptideos,
sendo eles a televancina, dalbavancina, ceftobiprole e ceftarolina (MORATA, et al.
2015).

As bombas de efluxo também se tornam complementos para essa resisténcia, pois
sdo proteinas de membrana que atuam diretamente no transporte de antibidticos para fora
da célula. Alternativas para controle da resisténcia bacteriana através das bombas esta na
administragdo de antibidticos associados capazes de inibir essa proteina (TINTINO,
2018). Estudos mostram que substancias oriundas do metabolismo secundario das plantas
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apresentam tal atividade, como Oleos essenciais, terpenos, flavonoides, taninos e
alcaloides (PRASCH & BUCAR, 2015).

3.4.2. Staphylococcus epidermidis

O Staphylococcus epidermidis (Figura 9, pag. 44) € uma bactéria Gram-positiva,
coagulase negativa e catalase positiva. Esta espécie se destaca principalmente como um
dos patdégenos mais encontrados em sistemas de implantes e proteses em pacientes
hospitalizados. Em alguns casos as infeccGes podem se estender pelo canal vascular por
meio de stents e endoproteses. A incidéncia dessas infeccdes varia entre 0,3 a 3% podendo
chegar a 30% de mortalidade operatéria (DUTRA, et al., 2021).

Figura 9. Aspectos morfolégicos de Staphylococcus epidermidis.
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Fonte: Getty Images; LEI, et al., 2021.

A patogénese por S. epidermidis é de forma multifatorial, geralmente sendo
causados por fatores que envolvem falhas de esterilidade do material cirdrgico,
propagacdo bacteriana ou contaminacédo iatrogénica em algum procedimento medico. A
identificacdo desse patdgeno se d& na maioria das vezes pela producdo de biofilmes, que
se aderem e colonizam instrumentos que serdo utilizados em blocos cirdrgicos,
acometendo pacientes em infecges mais tardias, comparado ao S. aureus (CHAKFE, et
al., 2020).

O S. epidermidis € comensal de peles e mucosas, ou seja, vive em simbiose com
0 seu hospedeiro, porém quando ocorre algum trauma com ruptura da barreira que protege
a pele torna-se oportunista, havendo propagacdo e colonizacdo dessa bactéria para se

beneficiar, gerando sérias complicagdes. Seu principal fator de viruléncia estd na
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formacdo de biofilmes, mas também na producdo de toxinas. A resisténcia aos
antimicrobianos ainda é um desafio mundial para o tratamento de infeccGes por
estafilococos, principalmente aquelas adquiridas em ambientes hospitalares (PINHEIRO-
HUBINGER, et al., 2021).

3.4.3. Salmonella enterica Typhimurium

A Salmonella enterica sorovar Typhimurium (Figura 10, pag. 45) é uma bactéria
Gram-negativa, ndo formadora de esporos, em forma de bastonete, organismos
anaerdbios facultativos e apresentam motilidade por meio de flagelos. As cepas de S.
enterica sao classificadas quanto ao antigeno de superficie, sendo O para 0s somaticos
(lipopolissacarideo) e H para os flagelares (GRIMONT & WEILL, 2007). As principais
manifestacBes clinicas para infeccdo com essa bactéria sdo febre tifoide, colite,
gastroenterite, sepse e outras sindromes, onde estes fatores associados aumentam as

chances de mortalidade por salmoneloses (FABREGA, et al., 2013).

Figura 10. Aspectos morfoldgicos de Salmonella enterica Typhimurium.
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Fonte: Getty Images; AMINE, et al., 2011.

Estima-se que 94 milhGes de casos de doencas e 155.000 mortes estejam
atribuidos a Salmonella (YANG, et al., 2021). Grande parte das doengas gastrointestinais
surgem por meio da ingestdo de alimentos ou agua contaminados e o género Salmonella
pertence a um grupo de patdgenos bastante responsavel por essa acao, sendo a principal
relevancia clinica para doencas diarreicas. Esse tipo de infeccdo acomete muito criangas,
idosos e pacientes imunocomprometidos. Assim como outros micro-organismos, alguns
determinantes de viruléncia atuam na patogenicidade, sendo eles os plasmidios de
viruléncia (pSLT), este tipico do sorovar Typhimurium, adesinas, flagelos e proteinas de
formacéo dos biofilmes (COBURN; GRASS; FINLAY, 2007).
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Os tratamentos eficazes contra esse patogeno inclui as fluoroquinolonas,
sulfametoxazol-trimetoprima (TMP-SMZ), ampicilina, ceftriaxona ou cefixima, sendo
estes dois ultimos cefalosporinas de 3?2 geracdo (FABREGA, et al., 2013). Nos ultimos
anos, houve um crescente interesse em se buscar fontes de antimicrobianos a base de
plantas medicinais, onde o0s compostos podem ser utilizados como agentes

bacteriostaticos de amplo espectro (YANG, et al., 2021).

3.4.4. Klebsiella pneumoniae

A Klebsiella pneumoniae (Figura 11, pag. 46) é uma bactéria Gram-negativa,
encapsulada, que vive em condicdes aerobicas, apresentando-se sob a forma de bastonetes
e ndo esporulada. A K. pneumoniae é capaz de criar um fenotipo de multirresisténcia
guando comparada ao perfil de outros patdégenos, sendo também considerada o principal
agente causador de Infeccdo Relacionada a Assisténcia & Saude (IRAS) (SOUSA,
RAMALHO; CAMARGO, 2020), além de se destacar por seus mecanismos de
resisténcia enzimaticos, denominados Klebsiella pneumoniae produtora de
carbapenemases (KPC’s) (SOUSA, et al., 2019).

Figura 11. Aspectos morfologicos de Klebsiella pneumoniae.
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Fonte: Getty Images.

A instalacdo da doenca por K. pneumoniae esta relacionada principalmente ao
estado do sistema imunoldgico deprimido do hospedeiro e na maioria das vezes por ser
paciente nosocomial. Dentre as infecgdes que podem acometer o homem pela K.
pneumoniae estdo bacteremia, pneumonias, enterites, meningites, infecgdes do trato
urinario e sepse (ALENCAR, et al., 2016).
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A patogenicidade estd atrelada a fatores como producdo de enterotoxinas e
presenca de adesinas para promover a fixacdo as mucosas. Além disso, as cépsulas
ajudam também na defesa do micro-organismo quando h& resposta do sistema
complemento. As KPC’s atuam principalmente no trato respiratério envolvendo a
destruicdo necrética dos espacos alveolares associada a ventilagdo mecénica, além de
causar infecgdes do trato urinério, intestinal e infecgdo de partes moles (MURRAY, et al,
2014).

As infecces por essa bactéria requerem mais tempo de cuidado com o paciente
ja hospitalizado, alto custo de tratamento e alta taxa de mortalidade (SANTOS &
SECOLLI, 2019). Atualmente algumas classes de drogas séo utilizadas no tratamento de
infeccOes por K. pneumoniae, sendo eles a associacdo de ceftazidima-avivactam,
fosfomicina, tigeciclina e minociclina juntamente com outros antibioticos que oferecem
menos efeitos colaterais e baixa toxicidade. Estudos mostram que mesmo sem uma
antibioticoterapia definida para este tipo de infeccdo, pesquisas com novos agentes
potenciais antimicrobianos ainda se faz necessario, provenientes de fontes naturais,
semissintéticos ou sintéticos, contanto que sejam eficazes e seqguros (THADEN; POGUE;
KAYE, 2016).

3.5. Plantas medicinais como fonte natural de antimicrobianos

Nos ultimos anos a descoberta de novas moléculas biologicamente ativas
provenientes do metabolismo secundario das plantas vém despertando interesse cientifico
guanto a comprovacdo de sua atividade antimicrobiana. Dentre os metabolitos
secundarios com propriedades bacteriostaticas/bactericidas e fungistaticas/fungicidas
estdo os Oleos essenciais, alcaloides, terpenos, lignoides, flavonoides, cumarinas,
quinonas, xantonas, lactonas, derivados da clorofila, esteroides e derivados glicosilados
(NICARETA, 2019; CHAVES, 2016; OLIVEIRA, 2019; FERREIRA, et al., 2019).

Além disso, terpenos, compostos fenolicos e alcaloides tém demonstrado alta
capacidade de inibir o crescimento microbiano. Como exemplos, tem-se estudos com a
romd (Punica granatum), espécie esta bastante disseminada pelo Brasil e utilizada pela
medicina popular para o tratamento de infecgOes de garganta, devido a presencga de
taninos galicos na casca do caule e no fruto, flavonoides (apigenina e narigenina),

alcaloides, antocianinas, acido ascorhico e o acido ursolico. O extrato da casca é rico em
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polifendis, possuindo efeito antisséptico e atividade antibacteriana contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas (TELES & COSTA, 2014).

Em outros estudos o extrato aquoso da alcachofra (Cynara scolymus) apresentou
capacidade de reducdo de fitopatdgenos em sementes. A caléndula (Calendula oficinalis)
por sua vez, € utilizada como opc¢do terapéutica no tratamento de infeccbes orais
(NAZARE & DE FREITAS, 2020).

O desenvolvimento de um fitomedicamento inclui vérias etapas em um processo
que engloba desde a selecdo da planta por meio de pesquisas na literatura cientifica,
estudos da Etnobotanica ou Etnofarmacologia, ensaios de toxicidade ou até estudos
farmacoldgicos prévios. Informacdes quimiotaxondmicas podem ser utilizadas quando
ainda ndo se conhece os mais diversos metabdlitos secundarios das espécies em estudo
(FERNANDES, 2021).

Diante da Etnofarmacologia, a familia Malvaceae sensu lato vém ganhando
destaque no que diz respeito ao uso medicinal de suas espécies para a cura das mais
variadas doencas, apresentando assim comprovacgdes cientificas de seu emprego na
terapéutica, bem como na industria alimenticia, producao téxtil e ornamentacédo (TELES,
2015). Com base nessas informacdes, a busca por novas fontes de protétipos bioldgicos
com potencial antimicrobiano a base de plantas se faz de grande interesse cientifico,

econdmico e medicinal.

3.6. Consideracdes sobre os compostos fendlicos

Os compostos fendlicos compdem uma parte do arsenal de metabodlitos
secundarios com diversas propriedades bioldgicas e/ou farmacoldgicas. Estes compostos
sdo caracterizados pela presenca de um ou mais anéis aromaticos ligados entre si, com no
minimo um substituinte radical hidroxila (-OH) e/ou outros radicais. Eles sao
classificados de acordo com a quantidade de anéis fendlicos presentes em suas estruturas
quimicas, variando de simples a elevados graus de polimerizagdes em seu esqueleto
quimico. Dentre as classes de compostos fendlicos mais abundantes na natureza estao os
flavonoides, acidos fendlicos e os taninos (Esquema 2, pag. 49) (SCHAFRANSKI, 2019).
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Esquema 2. Classificacdo dos compostos fenolicos.

[ Compostos Fendlicos ]
|
|

[ Fenois simples ]

|
[ Flavonoides ] Cumarinas ] [ Acidos Fendlicos ]

4z | I | I

Hidrolisaveis Flavonas; Flavonois
Condensados Flavanonas; Chalconas Acido Acido
Pseudo-taninos Isoflavonas; Antocianinas Hidroxicinamico Hidroxibenzoico

C-heterosideos; Auronas
Di-hidrochalconas; Di-
hidroflavonois

\. /

Durante o metabolismo secundario das plantas os compostos fenolicos séo
biossintetizados através de derivados de aminoécidos como fenilalanina e tirosina,
apresentando-se sob suas formas livres, ligadas a unidades osidicas, a um ou mais grupos
fendlicos e ligados a grupos ésteres e metil ésteres (ROCKENBACH, 2008).

Estudos cientificos mostram as mais variadas atividades que estes compostos
desempenham, como capacidade antioxidante, modulacdo da atividade enzimatica
(telomerase, lipoxigenase e cicloxigenase), interagdes com receptores e vias de
transducdo de sinais, regulacdo do ciclo celular, dentre outras, beneficiando o0s
organismos que fazem uso de plantas ricas nestes compostos (OLIVEIRA & BASTOS,
2011).

3.6.1. Flavonoides

Os flavonoides ou polifenois constituem uma das mais importantes classes de
metabolitos secundarios provenientes das plantas, biossintetizados a partir da via dos
fenilpropanoides. Estes sdo oriundos da rota biossintética mista, ou seja, parte do
esqueleto flavonoidico é proveniente do acido chiquimico e a outra parte do acetil-CoA.

A via do &cido chiquimico origina-se a partir do amino&cido fenilalanina, que também é
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precursora do &cido cindmico. A outra parte do ndcleo € proveniente da via do acetil-CoA
que origina trés moléculas de malonil-CoA, cujas reacfes de hidroxilagdo e reducao,
formam os anéis A e C do nucleo principal dos flavonoides (PEREIRA, RODRIGUES,
VEGA, 2016).

Estes sdo encontrados em diversas formas estruturais, sendo que a maioria dos
representantes dessa classe possuem em sua estrutura quimica 15 atomos de carbono no
seu nlcleo base C6-C3-C6, formado por dois anéis aromaticos ligados através de um anel
pirano, os quais sdo denominados de anéis A, C e B, respectivamente (SIMOES, et al.,
2017). Os flavonoides sdo classificados quanto ao seu estado de oxidacdo e o grau de
insaturacdo do anel heterociclico e podem ser agrupados de acordo com a presenca de
oxigénio ligado ao carbono 4, ligacdo dupla entre os atomos de carbono 2 e 3 ou a
presenca de um grupo hidroxila na posicdo 3 do anel C. Estes sdo classificados em
flavonas, flavondis, flavanonas, chalconas, isoflavonas, antocianinas, flavonoides C-
heterosideos, auronas, di-hidrochalconas, di-hidroflavonois, neoflavonoides e
biflavonoides (REGINATO; SILVA; BAUERMANN, 2015).

Os flavonoides sdo de extrema importancia para a saude humana, pois diversas
atividades farmacologicas sdo atribuidas as suas diferentes estruturas quimicas, como
quercetina e apigenina inibindo a enzima cicloxigenase (COX-2) e sintase do 6xido
nitrico; canferol-3-O-p-D-galactosideo com atividade anti-inflamatoria; luteolina
reduzindo a adesdo de celulas inflamatorias no endotélio vascular. Além dessas
propriedades, os flavonoides sdo responsaveis por efeitos antioxidantes,
antiaterosclerdticas, antitumorais, antimicrobianas, leishmanicida, larvicida, dentre
outros (REGINATO; SILVA; BAUERMANN, 2015, TELES, et al., 2015,
FERNANDES, et al., 2018).

3.6.2. Acidos Fenolicos

Os éacidos fendlicos sdo compostos do metabolismo secundario de plantas
provenientes de fendis simples, apresentando um anel aromatico, radicais ligados em sua
estrutura (hidroxilas, metoxilas), além de um grupo funcional carboxilico. Esses
compostos sao divididos em duas classes: os &cidos hidroxibenzoicos, que sao dispostos
de sete atomos de carbono de esqueleto C6-C1 cuja natureza simples da origem ao acido
galico (componente principal dos taninos hidrolisaveis), p-hidroxibenzoico,

protocatecuico, vanilico e siringico. E os hidroxicindmicos que dispde de nove atomos de
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carbono possuindo um esqueleto C6-C3, sendo estes mais abundantes no Reino vegetal
que o primeiro, incluindo os acidos cafeicos, ferulicos, p-cumarico e sinapico
(OLIVEIRA & BASTOS, 2011, ROCKENBACH, 2008).

Os &cidos fendlicos se apresentam na natureza sob sua forma livre, ligados entre
si ou ligados a outros compostos. Estes sdo metabolizados pelos vegetais em respostas a
mecanismos de estresse natural, como por exemplo, ataques por insetos, infecgdes por
patdgenos, danos mecanicos e excessivas exposicdes aos raios de luz ultravioleta.
Exemplos dessas moléculas exibem diversas propriedades descritas na literatura como
antibacteriana, antiviral, antitumoral, antialérgica e antioxidante (BARRETO; GASPI;
OLIVEIRA, 2020; MOTA, 2019).
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4.1. Procedimentos Gerais

4.1.1. Levantamento bibliogréfico da espécie Pavonia malacophylla

O levantamento bibliografico foi realizado durante toda a pesquisa utilizando-se
para tanto, recursos disponiveis como, por exemplo, o portal de periédicos da CAPES,
Google Scholar, PubMed, Scielo, SciFinder, além de outras fontes disponibilizadas na

Internet.

4.1.2. Coleta e identificacdo do material botanico

As partes aéreas de Pavonia malacophylla (Link & Otto) Garcke (Malvaceae)
foram coletadas no municipio de Santa Rita/PB (7°7°42.473”° S; 34°59°04.626°° O)
(Figura 12, pag. 53) em junho de 2011. A identificacdo boténica foi realizada pela Prof.2
Dr? Maria de Fatima Agra (PgPNSB/CCS/UFPB) e exsicatas encontram-se depositadas
no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (CCEN/UFPB), sob o cddigo Agra 7038. Esta
pesquisa foi registrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdénio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado (SisGen — AS68B8A).

Figura 12. Localizacdo da coleta do material botanico.

Linha do Equador

fle Rio Grande do Norte
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Fonte: Adaptado de PEREIRA; ARAUJO; CUNICO, 2019.



54

4.2. Estudo Fitoquimico

O estudo fitoquimico das partes aéreas de P. malacophylla foi realizado nas
dependéncias do Laboratorio de Fitoquimica Prof. Dr. Raimundo Braz Filho e
Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (LMCA), pertencentes ao

Programa de Pds-Graduagdo em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos/CCS/UFPB.

4.3. Isolamento dos constituintes quimicos de Pavonia malacophylla

O isolamento dos constituintes quimicos foi realizado por métodos
cromatograficos, sendo eles: Cromatografias em Coluna (CC) utilizando como fases
estacionarias silica gel 60 (Merck), silica flash e Sephadex LH-20 (Merck). Como fases
moveis foram utilizados solventes comerciais P. A. (hexano, cloroférmio, acetato de etila,
acetona e metanol). As Cromatografias em Camada Delgada Analitica (CCDA) foi
empregada para a anélise do perfil cromatogréafico dos compostos obtidos em todos 0s
processos.

As placas de CCDA foram analisadas por radiacao ultravioleta nos comprimentos
de onda de 254 e 366 nm e reveladas por meio de impregnacgéo das placas em cubas de
vidro saturadas por vapores de iodo. Os compostos fenolicos foram revelados com
difenilboriloxietilamina (NP) e para terpenos e esteroides utilizou-se o reagente p-

anisaldeido.

4.4. Caracterizagao estrutural das substancias isoladas

A identificacdo ou elucidacdo estrutural dos compostos isolados foram realizadas
através de métodos espectroscopicos, como a Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio e Carbono treze (RMN de H e 3C), e técnicas bidimensionais (HSQC e
HMBC) utilizando o espectrometro da BRUKER-ASCEND operando a 400 MHz (*H) e
100 MHz (*3C) e VARIAN-SYSTEM operando a 500 MHz (*H) e 125 MHz (**C), ambos
pertencentes ao Laboratdrio Multiusuario de Caracterizacdo e Andlise (LMCA) da
Universidade Federal da Paraiba. Para a realizacdo dos espectros, os solventes utilizados
na dissolucdo das amostras foram cloroférmio, dimetilsulfoxido e metanol deuterados
(CDCl3, DMSO-ds e CD30D, respectivamente), Os deslocamentos quimicos (o) foram
expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz.
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Comparacbes com modelos da literatura também foram empregados para identificacdo

das substancias isoladas.

4.5. Processamento das partes aereas de Pavonia malacophylla (Link & Otto) Garcke

O material botanico coletado (5,5 kg) foi submetido a desidratacdo em estufa com
ar circulante a temperatura média de 40 °C durante 96 horas, sendo em seguida triturado

com o auxilio de um moinho mecanico, fornecendo 1,05 kg do po da planta.

4.6. Obtencdo do extrato etanélico bruto das partes aéreas de Pavonia malacophylla

e seu particionamento

O po das partes aéreas de Pavonia malacophylla (1,05 kg) foi macerado com
etanol a 95% por 72h, processo este repetido por cinco vezes para uma melhor extracdo
dos constituintes quimicos e consequentemente obtencdo do Extrato Etandlico Bruto
(EEB). A solucdo extrativa obtida foi filtrada e concentrada em rotaevaporador sob

pressao reduzida a 40 °C, fornecendo 203,0 g do EEB (Esquema 3, pag. 55).

Esquema 3. Obtencdo do EEB das partes aéreas de Pavonia malacophylla.

Partes aéreas de
Pavonia malacophylla

(5,5 kg)
- Desidratacéo em estufa a 40 °C
- Trituracdo em moinho mecanico
P6 da planta
(1,05 kq)

- Maceragéao com EtOH 95%
- Solucéo extrativa concentrada em
rotaevaporador

Extrato Etandlico Bruto
(203,0 g)
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4.7. Procedimentos Cromatograficos

4.7.1. Procedimento Cromatografico do Extrato Etandlico Bruto das partes aéreas

de Pavonia malacophylla (Link & Otto) Garcke

O EEB das partes aéreas de Pavonia malacophylla (Link & Otto) Garcke (200,0
g) foi submetido a uma cromatografia sob presséo reduzida, utilizando como fase
estacionaria a silica gel 60 (MERCK) 7734 (particulas com 0,063-0,2 nm, 70-230 mesh)
e como fases moveis o Hexano (Hex), Acetato de Etila (AcOEt) e Metanol (MeOH),
sozinhos ou em misturas binarias seguindo um gradiente crescente de polaridade. As
fragOes obtidas foram concentradas em evaporador rotativo e, em seguida, submetidas

aos procedimentos cromatogréaficos adequados (Esquema 4, pag. 56).

Esquema 4. Cromatografia Liquida sob pressao reduzida do EEB.

Hexano 100% ]

s ~

Hex:AcOEt (9:1)

s ~

Hex:AcOEt (7:3)

s ~

Hex:AcOEt (1:1)

- Cromatografia Liquida
Extrato

" sob pressdo reduzida -
Etandlico Bruto Hex:ACOET (3:7) ]

(200,0 g) J - Silica Gel 60 \

- Hexano, AcOEt, MeOH .

AcOEt 100% ]

g ™

AcOEt:MeOH (9:1)

\ »

' ™)

AcOEt:MeOH (7:3)

\ v

~ B

AcOEt:MeOH (1:1)

\ »
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4.7.2. Processamento cromatografico da fracdo AcOEt:MeOH (1:1) proveniente do

Esquema 4

Uma aliquota de 7,0 g da fracdo AcOEt:MeOH (1:1) (Esquema 4, pag. 56) foi
submetida a uma cromatografia em coluna utilizando como fase estacionaria 0 Amberlite
XAD-2 e como fases moveis agua ultrapura, metanol, hexano, acetona e acetato de etila,
sozinhos ou em misturas binarias seguindo um gradiente decrescente de polaridade,
resultando em suas respectivas fracbes. Estas foram analisadas em Cromatografia de
Camada Delgada Analitica (CCDA) e reunidas de acordo com o perfil cromatografico de

eluicdo (Esquema 5, pag. 57).

Esquema 5. Processamento cromatografico da fracdo AcOEt:MeOH (1:1) obtida no
Esquema 4.

H20 100%

H20:MeOH (7:3)

H20:MeOH (1:1)

- Cromatografia

o MeOH 100%
(7.09) J - Amberlite XAD-2 -

- H20 Mili-Q, MeOH, -
Hexano. Acetona e AcOEt Hexano 100%

Acetona 100%

AcOEt 100%

]
J
J
acoEeveon @y | em Coluna r ]
J
J
]

4.7.3. Processamento cromatogréfico da fragdo MeOH 100% proveniente do

Esquema 5

A fracdo MeOH 100% (2,8 g) foi submetida a uma cromatografia em coluna
utilizando como fase estacionaria o sephadex LH-20 e fases mdveis metanol e
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cloroférmio sozinhos ou em misturas binarias nas proporc¢oes (7:3) e (1:1), obtendo-se 46
fracOes, analisadas por CCDA e reunidas de acordo com a semelhangca do perfil
cromatografico de eluicdo. Este procedimento forneceu 5 subfracdes, onde a fracao 27/36
(3,0 mg) apresentou-se como um precipitado amarelo e sua analise em CCDA revelou
uma mancha isolada e pura, sendo esta codificada como Pm-2 (Quadro 3, pag. 60).

A subfracdo 14/22 (760,0 mg) foi cromatografada seguindo a metodologia
anteriormente descrita, resultando em 37 fragOes que foram analisadas por CCDA e
reunidas em quatro novos grupos de subfraces (Quadro 4 pag. 60). A subfracdo 09/13
(15,0 mg) apresentou-se como um precipitado branco soltvel em DMSO-dg, sendo este
analisado em CCDA e revelado com vapores de iodo, mostrando-se puro. Esta substancia
foi codificada como sendo Pm-1. As analises foram prosseguidas com cromatografias em
colunas com o subgrupo 14/30 (320,0 mg) utilizando a mesma metodologia ja descrita,
fornecendo 35 subfracdes reunidas em 4 grupos (Quadro 5 pag. 60).

Realizou-se mais duas colunas cromatogréficas consecutivas utilizando a
metodologia detalhada anteriormente (Quadro 6, pag. 61), onde a fracdo 14/20 (18,0 mg)
e a fracdo 21/22 (20,0 mg) apresentaram-se sob a forma de precipitados amarelos e suas
analises em CCDA revelaram a presenca de manchas isoladas e de acordo com o perfil
cromatografico de eluicdo as mesmas foram consideradas puras em varios sistemas de
solventes, atribuindo as codificacbes de Pm-6 e Pm-3, respectivamente (Esquema 6, pag.
59).

Apds essa analise a subfracdo 11/13 (85,0 mg) foi reunida e cromatografada
seguindo a metodologia anterior, resultando em 15 fracdes que foram analisadas em
CCDA e reunidas de acordo com o perfil cromatogréfico de eluicdo (Quadro 7, pag. 61).
Apbs essa andlise a fracdo 01 (10,0 mg) apresentou-se como um sélido branco e sua
anélise em CCDA revelou a presenca de uma mancha isolada sendo considerada pura em

varios sistemas de solventes, passando a ser codificada como Pm-7 (Esquema 6, pag. 59).
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Esquema 6. Fracionamento cromatografico da fracdo MeOH 100% advinda da

cromatografia em coluna com Amberlite XAD-2.

Fracdo MeOH 100%
(289)

- Cromatografia em Coluna (CC)
- Sephadex LH-20
- MeOH 100%, MeOH:CHClIs (7:3)
e MeOH:CHCls (1:1)

| 01/13 | [?1/22 | | 23/26 | | 27/36 |

- CC: 760,0 mg .
- Sephadex LH-20 Pm-2
- MeOH 100%, MeOH:CHCIs (7:3) ‘
e MeOH:CHCls (1:1)

l 01/08 I | 09/13 I l 14/30 I | 31/37 I
- CC: 320,0 mg
-
- Sephadex LH-20
: - MeOH 100%, MeOH:CHCIs (7:3)

e MeOH:CHCIs (1:1)

' 01/06 I l 07/12 I ' 13/30 I l 31/35 I

-CC:120,0mg
- Sephadex LH-20
- MeOH 100%, MeOH:CHCIs (7:3)
e MeOH:CHClIs (1:1)

(o) (wn) (w=) (az)

-CC:85,0mg
- Sephadex LH-20

- MeOH 100%, MeOH:CHCls (7:3)
e MeOH:CHCIz (1:1)

(ow) (owoe) (ows) (o)
co

l 37/46 I




Quadro 3. Eluentes utilizados e fraces obtidas no primeiro fracionamento

cromatogréafico da fracdo MeOH 100% de Pavonia malacophylla.

ELUENTES FRACOES COLETADAS | FRACOES REUNIDAS
MeOH 100% 01-38 01/13
14/22
MeOH:CHCl;3 (7:3) 39 -43 23/26
27/36
MeOH:CHCl; (1:1) 44 - 46 37146

Quadro 4. Eluentes utilizados e fragcBes obtidas no fracionamento cromatografico da

subfracdo 14/22 da fracdo MeOH 100% de Pavonia malacophylla.

ELUENTES FRACOES COLETADAS | FRACOES REUNIDAS
MeOH 100% 01-30
01/08
09/13
MeOH:CHClIz (7:3) 31-35 14/30
31/37
MeOH:CHCls (1:1) 36 - 37

Quadro 5. Eluentes utilizados e fracBes obtidas no fracionamento cromatografico da

subfracéo 14/30 da fragdo MeOH 100% de Pavonia malacophylla.

ELUENTES FRACOES COLETADAS | FRACOES REUNIDAS
MeOH 100% 01-29
01/06
07/12
MeOH:CHCl3z (7:3) 30-32 13/30
31/35
MeOH:CHClI3 (1:1) 33-35
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Quadro 6. Eluentes utilizados e fracGes obtidas no fracionamento cromatografico da
subfracdo 13/30 da fragdo MeOH 100% de Pavonia malacophylla.

ELUENTES FRACOES COLETADAS | FRACOES REUNIDAS
MeOH 100% 01-17
01/10
11/13
MeOH:CHCIz (7:3) 18- 20 14/20
21/22
MeOH:CHCls (1:1) 21-22

Quadro 7. Eluentes utilizados e fragcBes obtidas no fracionamento cromatografico da
subfracdo 11/13 da fracdo MeOH 100% de Pavonia malacophylla.

ELUENTES FRACOES COLETADAS | FRACOES REUNIDAS
MeOH 100% 01-10
01/02
03/04
MeOH:CHClz (7:3) 11-13 05/06
07/15
MeOH:CHClIz (1:1) 12-15

4.7.4. Cromatografia liquido-liquido do Extrato Etandlico Bruto das partes aéreas
de P. malacophylla

O extrato etanolico bruto das partes aéreas de Pavonia malacophylla (160,0 g) foi
solubilizado em uma solugédo de EtOH:H»0 (7:3) com o auxilio de um agitador mecéanico,
obtendo-se assim uma solucdo hidroalcoodlica que foi posteriormente submetida a uma
cromatografia liquido-liquido utilizando hexano, cloroférmio, e acetato de etila. As
solugdes resultantes foram concentradas sob pressdo reduzida, fornecendo suas

respectivas fases, além da fase hidroalcoolica (Esquema 7, pag. 62).
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Esquema 7. Cromatografia liquido-liquido do EEB de P. malacophylla.

Fase Hexanica (34,0 g) |

\ J

- Cromatografia | Lo |

Extrato Liquido-liquido L Fase Cloroférmica (37,5 g) |

Etandlico Bruto

160,0 1 .

( 9 - Hexano, CHClze Fase Acetato de Etila (13,4 g) |

ACOEt \ J

Solucdo EtOH:H:20 (7:3) - \

Fase Hidroalcodlica (72,7 g)

4.7.5. Processamento cromatogréafico da fase cloroférmica (CHCIs) proveniente da

cromatografia liquido-liquido do EEB das partes aéreas de P. malacophylla

Uma aliquota da fase cloroférmica (20,0 g) foi submetida a uma cromatografia
em coluna utilizando como fase estacionéria a silica flash e como fases méveis hexano,
acetato de etila, metanol e agua ultrapura sozinhos ou em misturas binarias em grau
crescente de polaridade, obtendo-se 67 fragdes de 100 mL cada, que foram concentradas
em rotaevaporador e reunidas através de analise em CCDA segundo as suas semelhancas
do perfil cromatogréafico e seus fatores de retencdo (Rfs), resultando em 11 fracOes
(Quadro 8, pag. 63 e 64).

Apds andlise minuciosa em CCDA, a subfracdo resultante 15/16 (10,0 mg),
apresentou-se sob a forma de um p6 branco e foi considerada pura devido observacao de
uma mancha isolada em diversos sistemas de solventes em graus crescentes de polaridade,
sendo esta substancia codificada como Pm-4 (Esquema 8 pag. 63).

A fracdo 29/30 (12,0 mg) apresentou-se sob a forma de um precipitado amarelo e
ao analisa-la mais precisamente por CCDA, observou-se apenas uma mancha isolada e
de acordo com o seu perfil cromatografico de eluicdo a mesma foi considerada pura em
varios sistemas crescentes de polaridade, passando a ser codificada como Pm-5 (Esquema
8 pag. 63).
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Esquema 8. Fracionamento cromatografico da fase cloroformica do EEB de P.

malacophylla.

Fase Cloroformica
(20,0 g)

- Cromatografia em Coluna
- Silica Flash
- Hexano, Acetato de etila, MeOH e H20

[ 01/09 ] [ 13/14 ]

)| =) | (39) | (=)

[10/12 15/16] l 19/28 I ' 31/40 I l 44/52 I l 64/67 I

B =

Quadro 8. Eluentes utilizados e fracdes obtidas no fracionamento cromatogréafico da fase
cloroférmica de Pavonia malacophylla.

FRACOES REUNIDAS

ELUENTES FRACOES COLETADAS (100 mL)

Hexano 100% 01-09
Hexano:AcOEt (9:1) 10-13
Hexano:AcOEt (8:2) 14 -16
Hexano:AcOEt (7:3) 17-19
Hexano:AcOEt (6:4) 20- 25
Hexano:AcOEt (1:1) 26 - 27
Hexano:AcOEt (4:6) 28 - 30
Hexano:AcOEt (3:7) 31-35
Hexano:AcOEt (2:8) 36 - 39
Hexano:AcOEt (1:9) 40 - 55

01/09
10/12
13/14
15/16
17/18
19/28
29/30
31/40
41/43
44/52
53/63
64/67
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Quadro 8. Eluentes utilizados e fracdes obtidas no fracionamento cromatogréafico da fase
cloroférmica de Pavonia malacophylla (Cont.).

AcOEt 100% 56 - 59
AcOEt:MeOH (9:1) 60 - 64
AcOEt:MeOH (8:2) 65 - 66

H>0 Mili-Q 100% 67

4.8. Ensaios microbioldgicos

Os ensaios microbiologicos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia
Celular e Molecular Prof°. Dr. Demetrius Antdnio Machado de Aradjo do Departamento
de Biotecnologia da Universidade Federal da Paraiba, sob orientacdo do Prof® Dr. Samuel
Cibulski. As cepas bacterianas utilizadas no experimento fazem parte da colecéo
microbiologica do referido laboratério que sdo as cepas American Type Culture
Collection (ATCC), sendo elas duas bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA) ATCC 43300 e Staphylococcus epidermidis ATCC 29641
e duas bactérias Gram-negativas, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 e Salmonella
enterica Typhimurium ATCC 14028.

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi investigada a partir de trés compostos
fendlicos isolados (Pm-5, Pm-6 e Pm-7) frente as 4 linhagens bacterianas patogénicas
através do ensaio disco-difusdo e ensaio de microdiluicdo por meio da determinagdo da
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), seguindo a metodologia estabelecida pelo
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI).

4.8.1. Ensaio disco-difusao

Inicialmente, preparou-se uma suspensdao dos compostos Pm-5 e Pm-6,
separadamente em metanol e uma suspensdo do composto Pm-7 em acetona, todos na
concentracdo de 1,0 mg/mL. Em seguida, 10 pL dessa suspensao foi adicionada sob o
disco de papel filtro qualitativo Whatman com didametro igual a 6 mm. Para que houvesse
total volatilizacdo dos solventes, aguardou-se 1 h com os discos & temperatura ambiente.
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Posteriormente, cada disco foi posicionado sobre uma placa de Petri contendo o
meio nutritivo &gar Miller-Hinton previamente inoculada com uma suspensao da bactéria
patogénica-teste com uma turbidimetria igual a 0,5 de acordo com a escala de McFarland
(equivalente a 1,5 x 108 UFC/mL).

O ensaio disco-difusdo foi realizado em duplicata, como controle positivo
utilizou-se um disco impregnado com o antibi6tico ampicilina e como controle negativo
utilizou-se um disco impregnado com o solvente que foram previamente volatilizados, a
fim de se comprovar a nédo influéncia destes na atividade antimicrobiana. Os diametros
das zonas de inibicdo foram mensurados apds 20 h de incubacdo a 37 °C e resultados
expressos em milimetros (mm) (NUNEZ-MONTERO et al., 2019).

4.8.2. Determinacéo da Concentracédo Inibitoria Minima (CIM)

Primeiramente, os compostos foram diluidos serialmente em meio Muller-Hinton
nas concentragdes de 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8 e 4 ug/mL. 90 uL das dilui¢bes foram
distribuidas em triplicata em uma placa de 96 pocgos. Em seguida, cada poco foi inoculado
com 10 pL da suspensdo do micro-organismo patogénico-teste com aproximadamente 5
x 10° UFC/mL. Os micro-organismos patogénicos-teste foram os mesmos utilizados no
ensaio disco-difuséo.

Apds inoculacdo dos micro-organismos, a placa foi incubada a 37 °C durante 20
h. Adicionalmente, o controle positivo utilizado foi a ampicilina nas concentracdes de 32,
16, 8, 4, 2,1, 0,5 e 0,25 pg/mL, enquanto que o controle negativo foi preparado com 90
pL de meio Muller-Hinton e 10 pL de inéculo. O branco, também utilizado como controle
de qualidade do ensaio, foi preparado com 100 pL do meio de cultivo. A densidade optica
foi mensurada a 630 nm para estimar o crescimento bacteriano exposto a diferentes
concentracdes dos compostos avaliados e determinar a concentracdo inibitéria minima
através da diferenca de crescimento quando comparado ao controle negativo (NUNEZ-
MONTERO et al., 2019).
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5.1. Substéncias isoladas das partes aereas de Pavonia malacophylla (Link & Otto)

Garcke

O estudo fitoquimico das partes aéreas de Pavonia malacophylla levou ao
isolamento e identificacdo estrutural de sete compostos, destes, trés foram re-isolados
(Quadro 9, pag. 67 e 68) em pesquisa realizada anteriormente por nossa equipe
(CHAVES, 2016). Os dados espectrais de RMN *H e *3C uni e bidimensionais foram

obtidos e comparados com os dados da literatura.

Quadro 9. Substancias isoladas das partes aéreas de P. malacophylla.

Pm-1: Sitosterol-3-O-4-D-
glicopiranosideo

Pm-2: 3,5,7,4’-tetrahidroxi
flavona (Canferol)

Pm-3: Canferol 3-O--D-(6""-E-p- 1 3 5 7 9
coumaroil) glicosideo (Tilirosideo) H

Pm-4: Decanol
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Quadro 9. Substancias isoladas das partes aereas de P. malacophylla (Cont.).

Pm-5: 5,7-dihidroxi-3,8,4" -
trimetoxi flavona

Pm-6: Canferol-3-5-D-
glicopiranosideo (Astragalina)

Pm-7: Metil-4-hidroxi-cinamato

5.2. Caracterizagdo estrutural das substancias isoladas de Pavonia malacophylla
(Link & Otto) Garcke

5.2.1. Caracterizacao estrutural de Pm-1

O composto codificado como Pm-1 apresentou-se como um po branco solGvel em
DMSO-ds.

A andlise do espectro de RMN *3C (Figura 14 e 15, pag. 71) permitiu observar
sinais em oc 140,6 e oJc 121,4 referentes aos carbonos C-5 e C-6, respectivamente. A
presenca de uma unidade osidica na estrutura foi ratificada através de um sinal intenso
em oc 61,2, atribuido ao carbono oximetilénico (C-6’) e um sinal referente ao carbono

anomeérico da unidade glicosidica em ¢c 100,9 (C-1°), confirmando a presenca de uma
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unidade de actcar em configuracdo S na molécula (FERNANDES, et al, 2018) (Tabela

3, pags. 69 e 70).

Apbs analise do espectro de RMN 3C e suas expansdes, juntamente com

comparag6es com modelo da literatura permitiram definir Pm-1 como sendo o sitosterol-

3-0-p-D-glicopiranosideo (Figura 12, pag. 69), isolado anteriormente de P. malacophylla

em forma de uma mistura com o estigmasterol-3-O-4-D-glicopiranosideo por Chaves
(2016) (Tabela 3, pags. 69 e 70), (FERNANDES, et al., 2018).

Figura 13. Sitosterol-3-O-f-D-glicopiranosideo.

Tabela 3. Dados comparativos de RMN **C de Pm-1 (J, DMSO-ds, 100 MHz) com o
modelo Mo-1 (8, CsDsN, 125 MHz) (FERNANDES, et al., 2018).

Mo-1 Pm-1

C
oc oc

1 37,6 36,4
2 30,4 29,4
3 78,4 77,2
4 39,5 38,5
5 1411 140,6
6 122,1 121,4
7 32,3 31,6
8 32,2 31,6
9 50,5 49,8
10 37,1 35,7
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Tabela 3. Dados comparativos de RMN **C de Pm-1 (§, DMSO-ds, 100 MHz) com o

modelo Mo-1 (6, CsDsN, 125 MHz) (FERNANDES, et al., 2018) (Cont.).

C oc oc

11 21,4 19,9
12 40,9 42,0
13 42,6 45,3
14 57,0 56,4
15 24,7 24,0
16 28,7 27,9
17 56,4 55,6
18 12,4 11,8
19 19,6 19,3
20 36,5 37,0
21 19,2 19,1
22 34,3 33,5
23 26,5 25,6
24 46,2 48,8
25 29,6 28,9
26 19,6 19,9
27 20,2 20,8
28 23,6 22,8
29 12,1 11,9
| 102,7 100,9
2’ 75,4 73,6
3 78,7 76,9
4 71,8 70,3
5 78,5 76,9
6’ 62,9 61,3




Figura 14. Expansdo do espectro de RMN *3C (5, DMSO-ds, 100 MHz) de Pm-1.
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5.2.2. Caracterizacao estrutural de Pm-2

A substancia codificada como Pm-2 foi obtida na forma de cristais amarelos.

O espectro de RMN 'H de Pm-2 (Figura 17, pag. 74) exibiu sinais para
hidrogénios na regido de aromaticos entre o4 6,20 e on 8,10, com feigdo de dupletos,
dados estes que nos induziu a propor que Pm-2 tratar-se-ia de um flavonol, visto que néo
existia a presenca de um simpleto em torno de Jn 6,60, condizente ao H-3 de flavonas.

A presenca de dois dupletos em Jn 6,93 e dn 8,10 acoplando orto com J = 8,9 Hz,
ambos com integral para 2H cada foram atribuidos aos hidrogénios H-2’/H-6" ¢ H-3’/H-
5’, respectivamente, sugerindo que a molécula em analise possuia um sistema AA’BB'
tipico do anel B de flavona para substituido no C-4'. A auséncia de um simpleto na regido
de on 6,63 (1H), atribuido ao hidrogénio na posic¢éo 3 do nucleo de uma flavona, levou a
inferir que esta posicdo encontrava-se substituida, permitindo propor para Pm-2 a
estrutura do 3,5,7,4’-tetrahidroxi flavona (canferol) (CHAVES, 2016) (Tabela 4, pag. 73).

O espectro de RMN 3C (Figura 18, pag. 74) corroborou com a proposta do nicleo
flavonoidico para Pm-2 ao apresentar 13 sinais para 15 atomos de carbono, onde os sinais
com intensidade dupla em Jc 129,3 e Jc 114,9 fortaleceram a proposta de um sistema
AA’BB’ referentes aos carbonos C-2°/C-6’ ¢ C-3’/C-5’, respectivamente. A ratificacdo
do ndcleo flavonol para a substancia em analise é evidenciada pelos sinais em dc 175,9
condizente com carbonila de cetona quelada na posicdo C-4, oc 146,7 atribuido ao C-2 e
oc 135,7 condizente com o C-3. Essa Ultima atribuicdo foi fortalecida pela auséncia de
um sinal em oJc 103,6 referente ao C-3 de flavona (FERREIRA, et al., 2019). As analises
dos espectros de RMN *H e 13C foram comparados com os dados da literatura, permitindo
identificad-lo como 3,5,7,4’-tetrahidroxi flavona (canferol) (Figura 16, pag. 73), isolado

anteriormente de P. malacophylla por Chaves (2016) (Tabela 4, pag. 73).



Figura 16. 3,5,7,4’-tetrahidroxi flavona (Canferol).
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Tabela 4. Dados comparativos de RMN *H e $3C de Pm-2 (6§, CD30D, 500 e 125 MHz)

com o modelo Mo-1 (¢, CD30OD, 500 e 125 MHz) (FERNANDES, et al., 2018).

Mo-1 Pm-2

C

OH oc OH oc
2 - 148,0 - 146,7
3 - - - 135,7
4 - - - 175,9
5 - 162,6 - 161,1
6 6,18 (d, J = 2,0 Hz, 1H) 99,3 6,20 (d, J=2,0 Hz, 1H) 100,0
7 - 165,6 - 164,6
8 | 638(d,J=2,0Hz, 1H) | 945 6,41 (d, J = 2,0 Hz, 1H) 93,2
9 - 158,4 - 156,9
10 - 104,6 - 103,0
r - 123,7 - 122,3
2 | 808(d,J=70Hz2H) | 130,7 | 8,10(d,J =89 Hz, 2H) 1293
3 6,90 (d, J = 6,9 Hz, 2H) 116,3 6,93 (d, J = 8,9 Hz, 2H) 114,94
& - 160,5 - 159,1
5 6,90 (d, J = 6,9 Hz, 2H) 116,3 6,93 (d, J = 8,9 Hz, 2H) 1149
6 | 808(dJ=70Hz 2H) | 130,7 | 8,10(d,J =89 Hz, 2H) 1293




Figura 17. Expanséo do espectro de RMN H (5, CDsOD, 500

Hz) de Pm-2.
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5.2.3. Caracterizacao estrutural de Pm-3

A substancia codificada como Pm-3 foi obtida como um pd amarelado, que
quando comparado por CCDA com o padrédo do tilirosideo mostrou o mesmo fator de
retencdo (Rf) sobre a placa cromatogréfica, fato este que levou a pensar que poderia tratar-
se dessa substancia uma vez que ela ja foi isolada de vérias espécies de Malvaceae,
estudadas pela equipe.

Ao se analisar o espectro de RMN 'H de Pm-3 e suas expansdes (Figuras 20-22,
pags. 77 e 78) observou-se a presenca de sinais referentes a uma unidade osidica ao exibir
um dupleto em 6w 5,23 (d, J = 7,6 Hz, 1H) condizente com o hidrogénio anomérico (H-
1°”). Além disso, foram visualizados dois outros dupletos em 61 6,05 e Jn 7,38, com
integrais para 1H cada que acoplavam trans com um J = 15,8 Hz, cada. Estes dados e
comparagfes com os dados da literatura permitiram sugerir a presenca de um grupo p-
coumaroil na estrutura do composto (TELES, 2015) (Tabela 5, pag. 76), levantando a
hipGtese de que Pm-3 tratava-se do tilirosideo.

Apos comparages dos dados espectrais de RMN tH com os dados da literatura,
nos permitiu identificar o composto codificado como Pm-3, como sendo o canferol-3-O-
S-D-(6"’-E-p-coumaroil) glicopiranosideo, conhecido como tilirosideo (Figura 19, pag.
75), substancia esta isolada anteriormente de varias espécies de Malvaceae sensu lato pela
equipe (SILVA, et al., 2005, 2006; COSTA, et al., 2007; COSTA, et al., 2009;
CAVALCANTE, et al., 2010; GOMES, et al.,, 2011; CASIMIRO-JUNIOR, 2013;
TELES, et al., 2015; MANZZOTTI, 2015; FERNANDES, et al., 2018; FERREIRA, et
al., 2019), inclusive em Pavonia malacophylla (CHAVES, 2016).

OH

Figura 19. Canferol-3-O-$-D-(6"’-E-p-coumaroil) glicopiranosideo (Tilirosideo).
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Tabela 5. Dados comparativos de RMN 'H de Pm-3 (5, CDsOD, 500 MHz) com o
modelo Mo-1 (6, DMSO-ds, 500 MHz) (FERNANDES, et al., 2018).

Mo-1 Pm-3
C
OH OH

2 - -

3 - -

4 - -

5 - -

6 6,12 (d, J = 2,0 Hz, 1H) 6.17 (d, J = 2,0 Hz, 1H)
7 - -

8 6,35 (d, J = 2,0 Hz, 1H) 6.30 (d, J = 2,0 Hz, 1H)
9 - -

10 - -

1° - -

2’ 7,97 (d, J = 8,9 Hz, 2H) 7,97 (d, J = 8,9 Hz, 2H)
3 6,84 (d, J = 8,9 Hz, 2H) 6.80 (d, J = 8,6 Hz, 2H)
4’ - -

5 6,84 (d, J = 8,9 Hz, 2H) 6.80 (d, J = 8,6 Hz, 2H)
6’ 7,97 (d, J =8,9 Hz, 2H) 7,97 (d, J = 8,9 Hz, 2H)
1” 5,43 (d,J=7,5Hz, 1H) 5.07 (d,J=7,4 Hz, 1H)
2”7 3,35-3,19 (m) 3,51 - 3,68 (m)

3” 3,35-3,19 (m) 3,51 - 3,68 (m)

4> 3,16 (m) 3,19 (m)

5 3.25(m) 3,35 (m)

6 4,27 (dd,J=2,0e11,8Hz,1H)e | 4,30 (dd, J=11,7,1,9Hz, 1H) e

4,02 (dd, J=6,4 e 11,8 Hz, 1H) 4,14 (dd, J = 11,8, 6,4 Hz, 1H)

1°% - -
2 7,35(d, J =8,5Hz, 2H) 7,33 (d, J =8,6 Hz, 2H)
3 6,77 (d, J = 8,5 Hz, 2H) 6,78 (d, J = 8,9 Hz, 2H)
4% . -
5 6,77 (d, J = 8,5 Hz, 2H) 6,78 (d, J = 8,9 Hz, 2H)
6’ 7,35(d, J =8,5Hz, 2H) 7,33 (d, J =8,6 Hz, 2H)
7 7,33 (d, J=16,0 Hz, 2H) 7,60 (d, J = 15,9 Hz, 1H)
8” 6,09 (d, J = 16,0 Hz, 2H) 6,11 (d, J = 15,9 Hz, 1H)

9,9,




espectro de RMN *H (5, CD30D, 500 MHz) de Pm-3.
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Figura 22. Expanséo do espectro de RMN “H (6, CD30D, 500 MHz) de Pm-3
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5.2.4. Caracterizacao estrutural de Pm-4

A substancia codificada como Pm-4 apresentou-se sob a forma de um precipitado
branco. Ao analisar seu espectro de RMN *H obtido a 400 MHz em CDCls (Figura 24,
pag. 80) foram evidenciados sinais de hidrogénios ligados a carbono sp®. Um tripleto em
on 3,64 (t, J = 6,64 Hz, 2H) (Figura 25, pag. 81) propds a existéncia de hidrogénio
oximetilénico acoplando com hidrogénios de grupos CH>, sugerindo assim a presenga de
uma funcdo alcool terminal (-CH2OH) em sua estrutura (PAVIA et al., 2015).

A existéncia de uma metila terminal na estrutura foi proposta pela presenca de um
tripleto em on 0,87 (t, 3H). AbsorcGes compreendidas entre o1 1,25 e 1,60 ppm revelaram
a presenca de grupos metilénicos (Figura 25, pag. 81). As integragdes para os hidrogénios
de carbonos sp? levaram a propor que a molécula em analise possuia oito grupos CHa.
Estas absorcGes quando acrescidas de uma absor¢do em on 3,64 (t, J = 6,6 Hz, 2H)
caracteristico de hidrogénios oximetilénicos (-CH.OH), permitiu sugerir que Pm-4 se
referia ao decanol (Tabela 6, pag. 80) (BRITO-FILHO, et al., 2017).

O espectro de RMN *3C obtido a 100 MHz em CDCls (Figura 26, pag. 81) sob a

técnica de APT fortaleceu a proposta que Pm-4 se trataria de um alcool alifatico ao exibir
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absorcbes para dez atomos de carbono, sendo oito destes carbonos metilénicos
compreendidos entre dc 22,8 e oc 32,9 (oc 32,9; 25,9; 29,5; 29,5; 29,7; 29,8; 30,1 e 22,8),
um carbono oximetilénico em dc 63,2 e um carbono metilico em oc 14,3 (Figura 27, pag.
82). A compilagdo dos dados espectrais de RMN *H e RMN **C quando comparados com
os dados da literatura fortaleceram a proposta de que Pm-4 tratava-se de um alcool
alifatico decanol (Tabela 6, pag. 80; Figura 23, pag. 79) (BRITO-FILHO, et al., 2017).

Relatos na literatura evidenciam que o decanol faz parte do arsenal da composicéao
de pesticidas no controle de pragas de artrépodes como o Cimex lectularius (PERRY,
2014) e como regulador de crescimento vegetal na agricultura, com boa protecao
ambiental e sem toxicidade associada, rendendo boas patentes (XIE, 2018). Pesquisas
anteriores comprovaram que esta substancia apresenta algumas atividades bioldgicas,
dentre elas eficaz contra todos os estagios aquaticos dos mosquitos Aedes aegypti e Aedes
scutellaris (SINNIAH, 1983).

Essa substancia foi isolada anteriormente de espécies pertencentes a familia
Malvaceae sensu lato com grande relevancia ecoldgica, como: Helicteres velutina
(FERNANDES, et al., 2018), Helicteres eichleri (ASSIS, 2019) e Waltheria viscosissima
(FERREIRA, 2020).

Figura 23. Decanol.
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Tabela 6. Dados comparativos de RMN *H e *C de Pm-4 (5, CDCls, 400 e 100 MHz)
com o modelo Mo-1 (¢, CDCl3, 400 e 100 MHz) (FERNANDES, et al., 2018).

c Mo-1 Pm-4
OH oc OH oc

1 3,63 (t, J=6,6 Hz) 63,2 3,64 (t, J = 6,6 Hz, 2H) 63,2
2 - 32,9 - 32,9
3 - 25,8 - 25,9
4 - 29,5 - 29,5
5 - 29,5 - 29,5
6 1,25 -1,57 (m) 29,7 1,25 - 1,60 (m, 8H) 29,7
7 - 29,8 - 29,8
8 - 32,0 - 30,1
9 - 22,4 - 22,8
10 0,87 (t, J = 6,8 Hz, 3H) 14,2 0,87 (t, 3H) 14,3

Figura 24. Espectro de RMN *H (s, CDCI

3, 400 MHz) de Pm-4.

—7.260

3.6553
3.6388

[
"

————— -

3.6222

155 I

13000

12000

11000

10000

o000

8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

1000

T
8.0

T
7.5

T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0

T
4.5 4.0
f1 (ppm)

T
3.5

T T T
3.0 2.5 2.0




81

5. Expanséo do espectro de RMN H (5, CDCls, 400 MHz) de Pm-4.
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Expansdo do espectro de RMN 3C (¢, CDCls, 100 MHz) de Pm-4.
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5.2.5. Caracterizacao estrutural de Pm-5

A substancia codificada como Pm-5 apresentou-se sob a forma de um poé
amarelado. Seu espectro de RMN de *H foi obtido a 500 MHz em CDCls (Figura 29, pag.
85) Ao se analisar suas expansdes foi possivel observar um simpleto em on 12,43 (1H, s),
caracteristico de hidrogénio de hidroxila fendlica que forma uma ligacdo de hidrogénio
intramolecular de -OH em C-5 do anel A com a carbonila em C-4 do anel C, sendo esta
caracteristica bastante encontrada em flavonas (FERREIRA, et al., 2019).

Pbde-se observar ainda na Figura 29 (pag. 85) um conjunto de absor¢des na regido
de hidrogénios arométicos, como dupletos em Jn1 8,11 (2H, d, J = 9,1 Hz) e 1 7,05 (2H,
d, J =9,1 Hz) com integral para dois hidrogénios cada, caracterizando um acoplamento
orto e demonstrando assim a presenga de um sistema AA’BB’, sugerindo para Pm-5 um
esqueleto flavonoidico com anel B para substituido condizentes com os hidrogénios H-
2’/H-6’ e H-3°/H-5, respectivamente (FERNANDES, et al., 2018).

Os sinais observados no RMN *H indicam que a molécula de Pm-5 possuia o anel
A pentassubstituido, uma vez que foi observado apenas um simpleto em on 6,42 (1H, s)
(Figura 30, pag. 85), atribuido ao hidrogénio H-6 do anel A pentassubstituido de nucleo
flavona (TELES, et al., 2015). A auséncia do simpleto em aproximadamente Jx 6,86
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atribuido ao hidrogénio da posicao C-3 do anel C de flavonas foi indicativo de que esta
posicdo se encontrava substituida (OLIVEIRA, 2019).

Trés absorgdes condizentes com hidrogénios metoxilicos em Jn, 3,86, 3,90 e 3,99,
com uma integral para 3H cada (Figura 31, pag. 86), sugeriu que este composto possuia
estes grupos como substituintes em sua estrutura, podendo se tratar da 5,7-dihidroxi-
3,8,4’-trimetoxi flavona (FERNANDES, et al., 2018).

Ao analisar o espectro de RMN *3C sob a técnica APT, operando a 125 MHz em
CDCls (Figura 32, pag. 86), foram evidenciados sinais para 16 atomos de carbono na
regido compreendida entre dc 180,0 e 98,0 atribuidos aos carbonos do nucleo flavona.
Absorgdes em dc 130,22 e oc 114,39 (Figura 34, pag. 87) fortaleceu a presenca de um
sistema do tipo AA’/BB’ condizentes para 0s conjuntos de carbonos C-2°/6’ e C-3°/5’,
respectivamente (OLIVEIRA, 2019).

Uma absorgéo em dc 179,05 tipico de carbonila na posicdo C-4 de flavonoides foi
evidenciado (Figura 33, pag. 87), além de absorc¢des em Jc 55,60, 60,34 e 62,09 tipicas
de sinais de metoxilas (Figura 35, pag. 88) confirmando a proposta observada no espectro
de RMN 'H (GOMES et al., 2011).

A analise dos dados espectrais de RMN *H e RMN 3C junto com comparagdes
com os dados da literatura, nos permitiu identificar Pm-5 como sendo 5,7-dihidroxi-
3,8.4’-trimetoxi flavona (Tabela 7, pag. 84; Figura 28, pag. 84), composto este isolado
anteriormente na espécie Pavonia glazioviana (OLIVEIRA, 2019) e isolado pela primeira
vez na espécie Pavonia malacophylla.

Relatos na literatura deste composto mostraram atividades anticancer in silico
contra células de utero e ovério e atividade antineoplésica in vitro contra sarcoma,
carcinoma, melanoma e células escamosas (SOUSA, et al., 2021); atividade
antimicrobiana, atividade fotoprotetora e atividade in vitro antiprotozoaria contra
Trichomonas vaginalis (SOUSA, et al., 2020).
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Figura 28. 5,7-dihidroxi-3,8,4"-trimetoxi flavona.
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Tabela 7. Dados comparativos de RMN *H e *C de Pm-5 (5, CDCls, 500 e 125 MHz)
com o0 modelo Mo-1 (¢, CDCls, 500 e 125 MHz) (OLIVEIRA, 2019).

Mo-1 Pm-5
C
OH oc OH oc
2 - 155,1 - 155,8
3 - 138,9 - 138,9
4 - 179,0 - 179,1
5 12,43 (1H, s) 155,0 12,43 (1H, s) 155,1
6 6,42 (1H, 5) 98,6 6,42 (1H, 5) 98,6
7 - 155,7 - 157,6
8 - 126,8 - 126,8
9 - 148,1 - 148,1
10 - 105,8 - 105,8
r - 1229 - 1229
2 8,11 (2H, d, J = 10,0 Hz) 130,2 8,11 (2H, d, J=9,1 Hz) 130,2
3 7,05 (2H, d, J=9,0 Hz) 114,4 7,05 (2H,d, J=9,1 Hz) 114,4
4 - 161,9 - 161,9
5 7.05(@2H,d,J=90Hz) | 1144 | 7,05(2H,d, J=9,1Hz) 114.4
6’ 8,11 (2H,d,J=10,0Hz) | 130,2 8,11 (2H, d, J=9,1 H2) 130,2
3-OCHs 3,86 (3H, 3) 60,3 3,86 (3H, 5) 60,3
8-OCHs 3,99 (3H, s) 62,1 3,99 (3H, s) 62,1
4’-OCHjs 3,90 (3H, s) 55,6 3,90 (3H, s) 55,6




Figura 29.

Espectro de RMN *H (5,

DCls, 500 MHz) de Pm-5.
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Figura 31. Expansao do espectro de RMN *H (5, CDCls, 500 MHz) de Pm-5.
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Figura 33. Expansao do espectro de RMN *3C (5, CDCls, 125 MHz) de Pm-5.
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Figura 35. Expansao do espectro de RMN *3C (5, CDCls, 125 MHz) de Pm-5.
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5.2.6. Caracterizacao estrutural de Pm-6

A substéncia codificada como Pm-6 apresentou-se sob a forma de um poé
amarelado. Seu espectro de RMN de *H foi obtido a 500 MHz em CDsOD (Figura 37,
pag. 92). Ao analisar suas expansdes foram observados dois dupletos em oy 8,03 (d, 2H,
J =9,0 Hz) e 61 6,87 (d, 2H, J = 9,0 Hz) com integral para dois hidrogénios cada com
constante de acoplamento orto (Figura 38, pag. 92). Esses sinais foram atribuidos aos
hidrogénios H-2°/H-6" e H-3°/H-5’, respectivamente, estando este ultimo par de
hidrogénios mais protegidos por estarem em posi¢do orto ao grupo doador de elétrons
(OH) da posicéao 4°. Estes dados sdo condizentes com a presenga de um sistema AA’BB’
no anel B em Pm-6 (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2005).

A proposta de um anel A dissubstituido para a molécula de Pm-6 foi possivel ao
se detectar sinais para dois dupletos acoplando em posi¢cdo meta com deslocamentos
quimicos em Jw1 6,29 (d, 1H, J = 2,0 Hz) e 61 6,12 (d, 1H, J = 2,0 Hz) (Figura 38, pag.
92), condizentes aos hidrogénios H-6 e H-8 do referido anel, respectivamente. A auséncia
de um simpleto em aproximadamente Jn 6,80 caracteristico do hidrogénio da posigéo 3

de flavonas, indicou que esta posicao do anel C encontrava-se substituida (TELES, 2015).
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Foram evidenciados deslocamentos quimicos caracteristicos de regido de acUcar
entre 3,0 e 4,0 ppm, levando a sugerir que a unidade osidica poderia estar inserida na
posicdo 3. O espectro de RMN *H exibiu ainda um dupleto em 5,14 com integral para
um hidrogénio (Figura 38, pag. 92), com constante de acoplamento igual a 7,5 Hz
referente ao hidrogénio anomeérico. Esse dado permitiu sugerir que Pm-6 tratava-se de
uma flavona com unidade osidica no C-3 (5-glicosideo). A sugestdo da presenca da
unidade glicosidica foi fortalecida pela presenca de dois sinais no espectro de RMN *H
em Jn 3,68 (dd, J =119 e 2,4 Hz) e on 3,54 (dd, J = 10,4 e 3,9 Hz) (Figuras 39 e 40, pag.
93), condizentes com os hidrogénios metilénicos ligados ao carbono C-6’’ da glicose
(GHAVAM-HAGHI & DINANI, 2017).

Dados de RMN *H de Pm-6 foram comparados com o flavonoide canferol-3-O--
D-(6°’-E-p-coumaroil) glicosideo (tilirosideo) mostrou que a principal diferenca entre
ambas as estruturas se devia a auséncia do grupo p-coumaroil ligado a glicose, sugerindo
que Pm-6 tratar-se-ia do canferol glicosilado (TELES, 2015).

O espectro de RMN 3C sob a técnica APT, obtido a 125 MHz em CD3OD (Figura
41, pag. 94), corroborou com a proposta de que Pm-6 se trataria de um flavonoide
glicosilado. Foram observados 19 sinais de carbono correspondentes aos 21 sinais de
carbono da estrutura quimica, que foram atribuidos a onze carbonos metinicos, sendo seis
do tipo sp? (Aneis A e C do nticleo flavona), um oximetilénico e cinco oximetinicos, todos
sp? referentes aos hidrogénios da unidade osidica, e nove carbonos ndo hidrogenados,
referentes aos carbonos substituidos dos aneis A, B e C no nucleo flavona. (KHALIL &
KAMEL, 2015).

Os sinais em dc 132,2, oc 116,1 e oc 161,6 foram condizentes com os sinais dos
carbonos do anel B de flavonoides, sendo eles: C-2’/C-6°, C-3’/C-5> e C-4’,
respectivamente (Figura 43, pag. 95). A presenca de um sinal em dc 178,9 foi atribuido
ao deslocamento quimico do grupo carbonila de cetona e os sinais em Jc 135,3 e dc 158,5
foram compativeis com os sinais de carbono « e p-carbonila das posi¢des C-3 e C-2,
respectivamente do anel C (Figuras 42 e 43, pags. 94 e 95). A auséncia de um sinal
proximo a dc 103,0 ppm em nucleo de flavona, confirmou assim a substitui¢éo do carbono
na posicdo C-3. Sinais da unidade osidica foram confirmados através dos deslocamentos
quimicos em oJc 104,6, oc 75,7, oc 78,0, oc 71,3, oc 78,3, e dc 62,6 ppm (Figura 44, pag.
95), (KHALIL & KAMEL, 2015).

A andlise dos dados espectrais de RMN H e RMN 3C aliados a comparagfes

com os dados da literatura permitiram identificar Pm-6 como sendo o canferol 3-O--D-
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glicopiranosideo, também conhecido como astragalina (Tabela 8, pag. 91; Figura 36, pag.
90). Esse flavonoide j& foi isolado anteriormente de espécies como Allium paradoxum
(GHAVAM-HAGHI & DINANI, 2017), Wissadula periplocifolia (TELES, 2015),
Moringa oleifera (VONGSAK, et al., 2014) e pela primeira vez na espécie em estudo.

O composto isolado apresenta uma gama de atividades relatadas na literatura,
como atividade anti-inflamatoria, in vitro e in vivo, antioxidante, usos em cosmeticos,
anticancer (RIAZ, et al., 2018; HU, et al., 2020; AMMAR, et al., 2017); antimicrobiana
(IVANON, et al., 2020); inibicao da aldose redutase (MOK; KIM; LEE, 2013); atividade
de reparo de DNA (SAITO, et al., 2012) e acdo procoagulante (LI, et al., 2020).

Figura 36. Canferol-3-4-D-glicopiranosideo (Astragalina).



91

Tabela 8. Dados comparativos de RMN *H e *3C de Pm-6 (5, CDs0OD, 500 e 125 MHz)
com o modelo Mo-1 (6, CD30OD, 400 e 100 MHz) (DANTAS, 2018).

Mo-1 Pm-6
C
OH oc OH oc
2 - 158,5 - 158,5
3 - 135,4 - 135,3
4 - 179,5 - 178,9
5 - 163,0 - 162,7
6 6,20 (d, 1H, J =2,0 Hz) 99,9 6,12 (d, 1H, J = 2,0 Hz) 101,3
7 - 165,9 - 170,3
8 6,40 (d, 1H, J =2,0 Hz) 94,7 6,29 (d, 1H, J =2,0 Hz) 95,8
9 - 159,1 - 158,8
10 - 105,7 - 104,4
| - 1227 - 122,8
2’ 8,04 (d, 2H, J = 8,8 Hz) 132,2 8,03 (d, 2H, J =9,0 Hz) 132,2
3 6,88 (d, 2H, J = 8,8 Hz) 116,0 6,87 (d, 2H, J =9,0 Hz) 116,1
4 - 161,5 - 161,6
5 6,88 (d, 2H, J = 8,8 Hz) 116,0 6,87 (d, 2H, J = 9,0 Hz) 116,1
6’ 8,04 (d, 2H, J = 8,8 Hz) 132,2 8,03 (d, 2H, J =9,0 Hz) 132,2
17 5,23 (d, 1H, J =7,6 Hz) 104,0 5,14 (d, 1H, J =7,5 Hz) 104,6
2” 3,17-3,21 (m) 75,7 3,17-3,21 (m) 75,7
3 3,27-3,45 (m) 78,0 3,41-3,44 (m) 78,0
4> 3,27-3,45 (m) 71,3 3,41-3,44 (m) 71,3
5 3,27-3,45 (m) 78,4 3,41-3,44 (m) 78,3
3,51 (dd, J=12,0e 5,6 Hz) 3,54 (dd, J=10,4 e 3,9 Hz)

6> 62,6 62,6

3,68 (dd, J= 12,0 e 2,4 Hz)

3,68 (dd, J=11,9 e 2,4 Hz)
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Figura 41. Espectro de RMN *3C (5, CDs0D, 125 MHz) de Pm-6.
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Figura 43. Expansdo do espectro de RMN *3C (5,
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5.2.7. Caracterizacao estrutural de Pm-7

A substancia codificada como Pm-7 apresentou-se sob a forma de um precipitado
branco. Seu espectro de RMN de *H foi obtido a 500 MHz em CDCl; (Figura 47, pag.
100). Ao se analisar suas expansdes foi possivel observar sinais na regido de hidrogénios
aromaticos, sendo um dupleto em 6w 7,42 (d, 2H, J = 8,7 Hz) e outro dupleto em Jn 6,84
(d, 2H, J = 8,7 Hz) com integral para dois hidrogénios cada e com constante de
acoplamento orto. Esses sinais evidenciados foram atribuidos aos hidrogénios H-2/H-6 e
H-3/H-5, respectivamente, estando este Gltimo par de hidrogénios mais protegidos por
estarem em posicao orto ao grupo doador de elétrons (OH) da posicdo 4, sugerindo assim
a presenca de um sistema aromatico AA’BB’ (MOURA; VILEGAS; SANTOS, 2011).

Outros dois dupletos foram evidenciados com integral para um hidrogénio cada,
sendo um sinal em on 7,63 (d, J = 16,0 Hz, 1H) e outro sinal em ¢x 6,29 (d, J = 16,0 Hz,
1H) (Figura 48, pag. 100), equivalentes ao par de hidrogénios ligados aos carbonos
olefinicos de Pm-7. Esses sinais foram entdo atribuidos aos hidrogénios H-7 e H-8 da
unidade cafeoila, respectivamente. Pode-se observar que as constantes de acoplamento
desses hidrogénios estdo indicando acoplamento do tipo trans, devido ao seu valor mais
intenso na ligacdo entre os protons, possuindo uma constante de acoplamento entre 15,0-
16,0 Hz (PAVIA et al., 2015).

Um sinal foi condizente com hidrogénios metoxilicos em oJu, 3,79 com uma
integral para 3H (Figura 49, pag. 101), sugerindo que 0 composto possuia este grupo
como substituinte em sua estrutura. A andlise do espectro de RMN H e comparacdes
com dados da literatura permitiram propor que este composto se tratava do metil-4-
hidroxi-cinamato (SAHIDIN, et al., 2020) (Tabela 9, pag. 98).

O espectro de RMN 3C sob a técnica APT, obtido a 125 MHz em CDCls (Figura
50, pag. 101), reforcou a proposta fornecida de que Pm-7 poderia se tratar de um acido
fenolico. Ao se analisar suas expansbes um total de 10 &tomos de carbonos foram
evidenciados, sendo um sinal para carbono metilico, seis carbonos metinicos e trés
carbonos quaternarios. Os sinais em oJc 158,2 foi atribuido ao C-4, devido a sua
desprotecdo em relacdo aos demais carbonos aromaéticos, por efeito eletronegativo da
hidroxila (KHALIL & KAMEL, 2015).

Sinais em oc 127,2 e oc 168,1 foram condizentes com 0s carbonos quaternarios
C-1 e C-9, enquanto sinais em oJc 130,1 e 116,1 foram atribuidos aos conjuntos de
carbonos metinicos do sistema AA’BB’ C-2/C-6 e C-3/C-5, respectivamente. Os
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deslocamentos quimicos em oc 144,9 e 115,2 foram compativeis ao do sistema de
acoplamento trans C-7 e C-8 (Figura 50, pag. 101). O deslocamento do carbono metinico
da posicéo C-8 esteve mais protegido devido estar em uma posic¢éo o a carbonila em um
sistema carbonilico «a, f insaturado, sabendo-se que a deslocalizacdo de elétrons nesse
sistema promove uma desprotecéo em posicdo S, neste caso para o carbono C-7 (PAVIA,
etal., 2015).

O dnico sinal de carbono metilico foi evidenciado em dc 51,8, confirmando assim
a proposta observada no espectro de RMN H (Figura 52, pag. 102). A estrutura do
composto foi ainda confirmada através das técnicas bidimensionais de HMQC e HMBC,
onde estes apresentaram mapas de contorno que levou a confirmacdo estrutural da
molécula proposta (RABBI, 2017).

O espectro de correlacdo heteronuclear HSQC (Figura 53, pag. 103), apresentou
um mapa de contorno mostrando correlacdes que permitiram atribuir os hidrogénios
ligados diretamente aos seus respectivos carbonos. Observou-se correlagfes entre 0s
pares: on 7,63 e oc 144,9 e on 6,29 e oc 115,2 (Figura 54, pag. 103), condizentes ao
sistema de acoplamento trans, além de correlacbes exibidas para os hidrogénios e
carbonos em oJn 7,42 e oc 130,1 e Jn 6,84 e oc 116,1 (Figura 55, pag. 104),
correspondentes aos pares das posicdes 2/6 e 3/5 do sistema AA’BB’. Ainda foi possivel
observar uma correlacdo direta entre os hidrogénios metoxilicos em don 3,79 e o carbono
em oc 51,8 (Figura 56, pag. 104).

A andlise das correlacbes exibidas no espectro HMBC (Figura 57, pag. 105),
permitiu por meio do mapa de contorno realizar o completo assinalamento da estrutura
de Pm-7. O hidrogénio da posi¢do 7 (dn 7,63) mostrou correlacéo a 3J com os carbonos
C-2, C-6, C-9 e uma correlagio 2J com os carbonos C-1 e C-8 (Figura 58, pag. 105; Figura
59, pag. 106). O espectro HMBC evidenciou ainda a presenga dos hidrogénios da
metoxila a trés ligagbes do carbono 9, confirmando assim a sua posi¢do (Figura 60, pag.
106) (RABBI, 2017).

A compilagdo dos dados espectrais e comparacdo com dados da literatura
permitiram identificar Pm-7 como sendo o metil-4-hidroxi-cinamato (metil-p-coumarato)
(Tabela 9 e Figura 45, pag. 98; Tabela 10 e Figura 46, pag. 99). Este composto ja foi
isolado anteriormente em espécies da familia Malvaceae sensu lato como nas espécies
Hibiscus sabdariffa (THIEN, et al., 2019) e Abutilon indicum (KHAN, et al., 2014),
porém relatado pela primeira vez no género Pavonia e na espécie investigada nesse

estudo.
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Poucos estudos com esse acido fendlico mostraram sua poténcia contra células da
linhagem mieloide aguda em processos leucémicos (TRACHTENBERG, 2019); inibicao
de formacao de melanoma (KUBO, et al., 2004) e atividade antifingica contra Alternaria
alternata (YUAN, et al., 2019).

Figura 45. Metil-4-hidroxi-cinamato.

Tabela 9. Dados comparativos de RMN *H e *C de Pm-7 (5, CDCls, 500 e 125 MHz)
com o0 modelo Mo-1 (d, CDCls, 500 e 125 MHz) (SAHIDIN, et al., 2020).

Mo-1 Pm-7
C OH dc OH dc
1 - 126,9 - 127,2
2 7,55 (d, J = 8,7 Hz) 130,9 7,42 (d, J = 8,7 Hz, 2H) 130,1
3 6,90 (d, J = 8,7 Hz) 116,7 6,84 (d, J = 8,7 Hz, 2H) 116,1
4 - 160,5 - 158,2
5 6,90 (d, J = 8,7 Hz) 116,7 6,84 (d, J = 8,7 Hz, 2H) 116,1
6 7,55 (d, J = 8,7 Hz) 130,9 7,42 (d, J = 8,7 Hz, 2H) 130,1
7 7,60 (d, J = 15,9 Hz) 145,4 7,63 (d, J=16,0 Hz, 1H) 144,9
8 6,35 (d, J = 15,9 Hz) 115,3 6,29 (d, J = 16,0 Hz, 1H) 1152
9 - 167,8 - 168,1
O-CHs 3,92 (3H, s) 51,5 3,79 (3H, s) 51,8
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Tabela 10. Compilacéo dos dados de RMN *H e **C, HSQC e HMBC de Pm-7 (5, CDCls,

500 e 125 MH2).

HSQC HMBC
C
o dc 2 3
1 - 127,2 - -
2 742 (d, J=87Hz,2H) | 130,1 - C-4, C-6, C-7
3 6,84 (d, J=87Hz,2H) | 1161 C-4 C-1,C-5
4 - 158,2 - -
5 6,84 (d, J=87Hz,2H) | 1161 C-4 C-1,C-3
6 7,42 (d, J=8,7Hz,2H) | 130,1 - C-2,C-4, C-7
7 7,63(d,J=16,0Hz, 1H) | 1449 | C-1,C-8 C-2, C-6, C-9
8 6,29 (d, J=16,0Hz, 1H) | 1152 C-9 C-1
9 - 168,1 - -
O-CHs 3,79 (3H, s) 51,8 - C-9

Figura 46. Principais correlacbes HMBC de Metil-4-hidroxi-cinamato.



Figura 47. Espectro de RMN H (8, CDCls, 500 MHz) de Pm-7.
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Figura 49. Expansdo do espectro de RMN *H (¢, CDCls, 500 MHz) de Pm-7.
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Figura 51. Expansio do espectro de RMN **C (6, CDCls, 125 MHz) de Pm-7.
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Figura 52. Expansio do espectro de RMN **C (¢, CDCls, 125 MHz) de Pm-7.
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Figura 53. Espectro HSQC (o, CDCls, 500 e 125 MHz) de Pm-7.
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Figura 55. Expansdo do espectro de HSQC (o, CDCls, 500 e 125 MHz) de Pm-7.
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Figura 57. Espectro HMBC (6, CDCls, 500 e 125 MHz) de Pm-7.

uMI ) 1 L

100

riio

fi (ppm)

-120
«®°® - vt 130

140

. o ' 0 o« 4§ [

" 8o

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T :
82 80 7.8 7.6 74 72 7.0 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 3.6
f2 (ppm)

Figura 58. Expansdo do espectro de HMBC (6, CDCls, 500 e 125 MHz) de Pm-7.

W\JMMJL

-115

ipwoiryein

r120

125

-130

135

140

-145

fi (ppm)

150

155

~160

r165

170

-175

T T T T T T T T T T
7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 7.30 7.25 7.20 7.15 7.10
f2 (ppm)




Figura 59. Expanséo do espectro de HMBC (6, CDCls, 500 e 125 MHz) de Pm-7.
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5.3. Avaliacdo da atividade antimicrobiana frente aos compostos fendlicos

O teste qualitativo de ensaio disco-difusdo foi avaliado quanto a formacéao de halos
de inibicdo de crescimento apos incubacéo das placas a 37 °C por 20 h. A analise mostrou
0 crescimento bacteriano frente as substancias testadas, sendo constatada que na
concentracdo de 1 mg/mL as cepas foram resistentes aos compostos, como mostrado na
(Figura 61 e Tabela 11, pag. 107).

Figura 61. Ensaio disco-difusdo, evidenciando apenas a agdo do controle positivo.

Tabela 11. Ensaio disco-difusao.

Micro-organismos testados
Substancias isoladas Gram + Gram -
(1 mg/mL) Staphylococcus | Staphylococcus Klebsiella Salmonella enterica
aureus epidermidis pneumoniae Typhimurium
ATCC 43300 | ATCC 29641 | ATCC 700603 ATCC 14028
5,7-dihidroxi-3,8.4’- i ) i )
trimetoxi flavona
Astragalina - - - -
Metil-4-hidroxi- i i i i
cinamato
Ampicilina + + + +

(+): Houve inibicdo de crescimento do micro-organismo em milimetros (mm) > 1-2
mm; (-): Nao houve inibigéo de crescimento do micro-organismo

Para o teste quantitativo da concentracdo minima inibitoria (CIM) apos a

incubacdo a 37 °C por 20 h, obteve-se os resultados expressos na Tabela 12, pag. 108,
onde pode-se constatar que houve atividade inibitoria de crescimento bacteriano para as
cepas S. aureus, S. epidermidis e S. enterica Typhimurium na concentragdo > 512 pg/mL,

representando 3/4 ou 75% das cepas testadas para cada substancia.



Tabela 12. Ensaio da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM).
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Micro-organismos testados
Substancias isoladas Gram + . Gram - .
(Lg/mL) Staphylococcus | Staphylococcus Klebsiella Salmonella enterica
aureus epidermidis pneumoniae Typhimurium
ATCC 43300 | ATCC 29641 | ATCC 700603 ATCC 14028
5,7lehldl’('JXI-3,8,4 - > 512 > 512 > 512 > 512
trimetoxi flavona
Astragalina > 512 512 > 512 >512
Metl!-4-hldrOXI- > 519 512 > 519 > 519
cinamato
Ampicilina - - - -

(+): Crescimento do micro-organismo; (-): Nao houve crescimento do micro-organismo

Diversos estudos mostram a relacao estrutura-atividade dos flavonoides (flavonas,
flavonois e flavanonas) como agentes antibacterianos (Figura 62, pag. 109), uma vez que
s&0 compostos com caracteristicas anfipaticas (ECHEVERRIA, et al., 2017).

A presenca de substituintes de carater hidrofébico, como grupos prenila, cadeias
alquilas, e atomos de nitrogénio ou oxigénio potencializam a atividade antibacteriana em
quase todas as classes de flavonoides (XIE, et al., 2015). Devido a classe das flavonas
possuirem pelo menos um grupo hidroxila nas posi¢es C-5 e C-7 em decorréncia da sua
biossintese, a atividade antibacteriana é fundamental e havendo mais posi¢Ges
substituidas por -OH como em C-6 o poder de atividade aumenta consideravelmente
(WU, et al., 2013).

Moléculas que apresentam substituintes como metoxilas (-OCHzs) em posicao C-
7, por exemplo, sua atividade é diminuida. O composto testado Pm-5 (5,7-dihidroxi-
3,8,4"-trimetoxi flavona) possui duas hidroxilas em C-5 e C-7, mas trés metoxilas em C-
3, C-8 e C-4’ promovendo uma menor atividade antimicrobiana. Ja para a molécula
testada Pm-3 (astragalina) a presenca de hidroxilas livres em C-5, C-7 e C-4, apresentou

uma melhor atividade antimicrobiana contra trés das cepas testadas.
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Figura 62. Relacao estrutura-atividade de flavonas.

Substitui¢éo do grupo
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Fonte: FARHADI, et al., 2018.

A substancia codificada como Pm-7 (metil-4-hidroxi-cinamato) também teve sua
atividade antimicrobiana verificada. O efeito inibitério do composto fendlico frente a
atividade antimicrobiana é aumentada quando ha uma interacédo forte do tipo ligacdo de
hidrogénio do grupo susbtituinte hidroxila (-OH) em posic¢do para no esqueleto quimico
com proteinas de membrana das bactérias, resultando em mudancas de permeabilidade
celular, destruicdo ou coagulacdo do contetdo intracelular (OLIVEIRA, et al., 2016). Os
compostos ndo apresentaram atividade antibacteriana contra a cepa Klebsiella
pneumoniae, por fatores intrinsecos a esta bactéria, tais como: presenga de envoltério
capsular e bombas de efluxo.

Estudos com espécies de Malvaceas apontam relatos na literatura com atividade
antimicrobiana, sejam de extratos, fases, fragdes ou substancias isoladas. Como exemplo,
tem-se a atividade antimicrobiana das fases diclorometano, acetato de etila e n-butanolica
da espécie Wissadula periplocifolia (TELES, et al., 2014) e de compostos isolados como
feofitina a (GOMES, et al., 2015), tilirosideo (SILVA, et al., 2009; FALCAO-SILVA, et
al., 2009, SOUZA, et al., 2021), 5,4',-dihidroxi-3,6,7,8,3'-pentametoxi flavona (SILVA,
et al., 2009), 7,4'-di-O-metilisoescutelareina (GOMES, et al., 2011), sal da criptolepina,
criptolepinona (CHAVES, et al., 2017) e cicloart-23-Z-en-34,25-diol (OLIVEIRA,
2019).
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Os resultados mostraram-se promissores frente a descoberta de novos compostos
com essa atividade, uma vez que atualmente as incidéncias de infecgdes e as taxas de
internacdes de pessoas com comorbidades ou com sistema imunoldgico deprimido que
acabam sendo acometidos por infecgdes secundarias vem crescendo bastante, além de
que muitos micro-organismos acabam promovendo resisténcia bacteriana aos farmacos
que fazem parte do arsenal terapéutico hoje em dia, por meio do uso indiscriminado de
antibioticos (NAEINI, et al., 2017).

A Dbusca incessante por novos farmacos com atividade antimicrobiana
provenientes de produtos naturais constituem uma alternativa para conter 0 avango da

mortalidade por infeccOes através desses patdgenos.
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O estudo fitoquimico das partes aéreas de Pavonia malacophylla (Link & Otto)
Garcke executado através de métodos cromatogréaficos convencionais e técnicas
espectroscopicas de RMN tH e 3C uni e bidimensionais (HSQC e HMBC) juntamente
com modelos comparativos da literatura permitiu re-isolar e identificar 3 constituintes
quimicos, sendo eles: sitosterol-3-O-4-D-glicopiranosideo (Pm-1), 3,5,7,4’-tetrahidroxi
flavona (canferol) (Pm-2) e canferol 3-O-$-D-(6’-E-p-coumaroil) glicosideo
(tilirosideo) (Pm-3), além de 4 substancias que tiveram suas estruturas quimicas definidas
como: um alcool alifatico decanol (Pm-4), 5,7-dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi flavona (Pm-5),
canferol-3-$-D-glicopiranosideo (astragalina) (Pm-6) e metil-4-hidroxi-cinamato (Pm-
7).

Todas as substancias foram isoladas pela primeira vez na espécie em estudo,
porém metil-4-hidroxi-cinamato (Pm-7) foi descrito pela primeira vez também no género
Pavonia, demonstrando assim o valor e importancia quimiotaxonémica deste trabalho.

A avaliagdo antimicrobiana dos compostos fenolicos de P. malacophylla 5,7-
dihidroxi-3,8,4'-trimetoxi flavona (Pm-5), canferol-3-4-D-glicopiranosideo (astragalina)
(Pm-6) e metil-4-hidroxi-cinamato (Pm-7) demonstraram atividade inibitdria contra as
cepas de Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Salmonella enterica
Typhimurium.

Este trabalho contribuiu para ampliar os conhecimentos quimiotaxondmicos da
familia Malvaceae sensu lato, revelando o poder antimicrobiano dos seus compostos,
necessitando de estudos futuros para avaliacdo dos possiveis mecanismos de acdo dessas

substancias frente a sua atividade bioldgica.
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Diante dos resultados obtidos durante o Mestrado, daremos continuidade a estes
estudos no Doutorado, explorando o potencial fitoquimico das fases e fracdes das partes
aéreas de Pavonia malacophylla (Link & Otto) Garcke, através de técnicas modernas para
isolamento e descoberta de novos compostos potencialmente ativos, bem como avaliar 0s
possiveis mecanismos de acdo dos compostos testados frente a atividade antimicrobiana,

além de divulgar esses resultados em eventos cientificos e periddicos especializados.
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