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RESUMO

O presente trabalho trata da triagem fitoquimica e do estudo preliminar da fase acetato
de etila de Sida santaremnensis, espécie de Malvaceae. Como metodologia para a realizacdao
da triagem fitoquimica foi adotada a proposta por Matos (2009), empregando-se reagentes
especificos para cada grupo quimico. Foram pesquisados esterdides e triterpenos (Lieberman-
Burchard), flavonéides (Shinoda), taninos (Gelatina), alcaléides (Dragendorff) e saponinas
(Indice de Espuma). A triagem fitoquimica do extrato etandlico bruto de Sida santaremnensis
e de suas fragdes mostrou a presenca de classes de metabdlitos secundarios tais como,
triterpenos, esteroides, alcaloides, saponinas, taninos e flavonoides. Através de métodos
cromatograficos e espectroscopicos foi isolado da fase acetato de etila da espécie objeto de
estudo um flavonoide glicosilado, o canferol 3- O-B-D-glicopiranose (6’°-1°"") o-L-
ramnopiranosideo, o qual foi descrito pela primeira vez no género Sida. A determinacao
estrutural da substincia foi realizada através de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H e °C,

além de comparacdes com dados na literatura.

Palavras-chave: Sida santaremnensis, Malvaceae, flavonoide glicosilado



ABSTRACT

This paper reports the phytochemical screening and preliminary study of ethyl acetate
phase of Sida santaremnensis, specie of Malvaceae. The methodology for the realization of
phytochemical screening proposal was adopted by Matos (2009), using reagents specific for
each chemical group. Were investigated steroids and triterpenoids (Lieberman-Burchard),
flavonoids (Shinoda), tannins (gelatin), alkaloids (Dragendorff) and saponins (Foam Index).
The phytochemical screening of the crude ethanol extract of Sida santaremnensis and its
fractions showed the presence of classes of secondary metabolites such as terpenoids,
steroids, alkaloids, saponins, tannins and flavonoids. Through chromatographic and
spectroscopic methods was isolated from the ethyl acetate phase a flavonoid glycoside, the
kaempferol the 3-O-B-D-glucopyranose (6" -1") a-L-rhamnopyranoside, described for the
first time in the Sida. The structural determination of the compound was performed by 1H and

13C Nuclear Magnetic Resonance, and by comparison with literature data.

Keywords: Sida santaremnensis, Malvaceae, flavonoid glycoside
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1. INTRODUCAO

As plantas superiores constituem uma das fontes mais importantes de novas
substancias utilizadas diretamente como agentes medicinais. Mais recentemente, além disto,
elas fornecem modelos para modificacdes estruturais e otimizacdo das propriedades
farmacoldgicas e bioquimicas, servindo, inclusive, para a inspiracdo de quimicos organicos,
estimulando-os para enfrentar desafios na construcdo sintética de novas arquiteturas
moleculares naturais (BRAZ FILHO, 2010).

A avaliagdo do potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus
constituintes, tais como flavondides, alcaldides, triterpenos, sesquiterpenos, taninos, lignanas,
etc, tem sido objeto de incessantes estudos, onde ji foram comprovadas diversas agdes
farmacoldgicas destes, através de testes pré-clinicos com animais. Muitas destas substancias
tém grandes possibilidades de futuramente virem a ser aproveitadas como agentes medicinais
(VALDIR FILHO, 1998).

A importancia histérica das substancias ativas obtidas de plantas como protétipo para
o desenvolvimento de firmacos pode ser demonstrada pelos inimeros firmacos descobertos
ao longo dos anos, que foram desenvolvidos a partir de plantas e sdo amplamente utilizados
na clinica, como exemplo, podemos citar a morfina, a emetina, a vincristina, a colchichina, a
rutina, fisostigmina, atropina, etc. Assim, o isolamento e a determinacdo estrutural de
substincias organicas produzidas pelo metabolismo secunddrio de plantas representam
importancia fundamental para o desenvolvimento cientifico da quimica de produtos naturais e
contribuem para o avango de outras atividades cientificas e tecnolégicas no Pais (BRAZ
FILHO, 2010).

No Brasil, plantas do género Sida (Malvaceae), como a Sida cordifolia, sao usadas na
medicina popular para o tratamento de estomatites, da asma e de congestdo nasal
(FRANZOTTTI et al, 2000). Outras espécies do género Sida destacam-se por seus usos como
adstringentes, antidotos para as peconhas do escorpido e cobra, agentes antituberculosos,
febrifugos, anti-inflamatorios, dentre outros (GUNATILAKA et al., 1980; VENKATESH et
al., 1999).

Assim, baseado na importincia das substincias ativas obtidas de plantas,
especificamente do género Sida, o intuito deste trabalho foi realizar uma prospeccao
fitoquimica e iniciar o estudo da fase acetato de etila de Sida santaremnensis H. Monteiro,

espécie pertencente a familia Malvaceae, popularmente conhecida como “guanxuma” ou
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“vassourinha” (PEIXOTO, 2007) e amplamente distribuida pela regido Nordeste do Brasil,

contudo, desconhecida do ponto de vista quimico.

2. OBJETIVOS

2.1-Geral

e Contribuir para o conhecimento quimiotaxondmico da familia Malvaceae,
através do estudo de Sida santaremnensis, espécie encontrada no nordeste

brasileiro.

2.2-Especificos

e Realizar a triagem fitoquimica do extrato etandlico bruto de Sida

santaremnensis, de modo a direcionar o isolamento dos constituintes presentes;

e Isolar, purificar e determinar as estruturas dos constituintes quimicos isolados da
fase acetato de etila de Sida santaremnensis, por meio de métodos

cromatograficos e espectroscopicos, respectivamente.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Substincias ativas como protétipos de farmacos
A importancia histérica das substincias ativas obtidas de plantas como protétipo para
o desenvolvimento de firmacos pode ser sucintamente demostrada pela cronologia na tabela

01.

Tabela 01: Cronologia da descoberta de farmacos protétipos a partir de plantas

Género Farmaco Data do isolamento Categoria terapéutica
Digitalis Digitoxina 1785-1875 cardiotonico

Papaver morfina 1805 hipnoanalgésico
Cinchona quinina 1820 antimaldrico

Atropa atropina 1833 anticolinérgico
Physostigma fisostigmina 1864 anticolinesterdsico
Pilocarpus pilorcapina 1875 colinérgico

Ephedra efedrina 1887 adrenérgico
Erythoxylum cocaina 1895 anestésico local
Chondodendrum tubocurarina 1895 bloqueador neuromuscular
Claviceps ergotamina 1922 bloqueador adrenérgico
Melilotus dicumarol 1941 anticoagulante
Rauwolfia reserpina 1952 neuroléptico

SIMOES et al, 2010.

E importante ressaltar que, em muitas situacdes, a descoberta da atividade dessas
substancias ndo representou apenas o surgimento de um grupo novo de substancias, mas
originou a identificacio de uma nova possibilidade de interveng¢do terapéutica.
Exemplificando, ndo se conheciam anestésicos locais, bloqueadores musculares,
anticolinérgicos, entre outras categorias terapéuticas, antes do isolamento e estudo da

atividade da cocafna, tubocurarina e atropina, respectivamente (SIMOES et al, 2010).
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3.2 Consideracoes gerais sobre Malvaceae

A familia Malvaceae € constituida por 243 géneros e 4225 espécies (STEVENS, 2003),
ocorre por quase todas as partes do mundo, com exce¢do de regides muito frias, e sdo
particularmente abundantes nas regides tropicais, principalmente na América do Sul
(HEYWOOD, 1993 apud SILVA et al., 2005), sendo algumas espécies largamente usadas na
terapéutica, como emolientes, antifebris, diuréticas, anti-inflamatérias e no tratamento de
reumatismos, entre outras aplicagdes (AHMED et al., 1990).

Em geral, membros desta familia se apresentam como ervas, arbustos, arvores, com
folhas inteiras ou profundamente lobadas ou partidas; folhas grandes e vistosas (JOLY, 2002).
InvestigacOes fitoquimicas de espécies de Malvaceae descreveram o isolamento de dcidos
graxos, 6leos essenciais, sesquiterpendides, triterpenos, compostos fendlicos, flavondides,

entre muitos outros compostos (SILVA et al., 2006; COSTA et al., 2007; SILVA et al, 2010).

3.3 Consideracdes sobre o género Sida

3.3.1 Distribuicao e ocorréncia

Sida é um género botanico inserido na familia Malvaceae, pertencente a ordem
Malvales (STEVENS, 2003), que se apresentam como ervas, subarbustos, arbustos e
raramente arvores (BARACHO, 1998).

O género Sida apresenta ampla distribuicio neotropical com vdrias espécies bem
representadas nas Américas. No Brasil, este género possui muitos representantes nas regioes

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

(BARACHO, 1998).

3.3.2 Estudos farmacolégicos

Espécies de Sida sdao usadas na medicina popular com diversas atividades, como a
Sida acuta, empregada para neutralizar o veneno da serpente Bothrops atrox, tendo esse efeito
sido investigado em laboratério (OTERO et al, 2000). A Sida cordifolia, conhecida como
malva branca, ¢ usada na medicina folclorica para tratamento de estomatites, bronquite
asmatica e congestdo nasal. Os efeitos antiinflamatdrios e analgésicos foram investigados para

o extrato aquoso desta planta, mostrando-se bastante significativo, comprovando sua
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utilizagdo popular (FRANZOTTI et al, 2000). Estudos realizados com o 6leo essencial da
espécie Sida cordifolia demonstraram que a mesma apresenta atividade antimicrobiana
(NUNES et al., 2006). A Sida rhomboidea Roxb € uma erva encontrada em pantanos da India,
cujas raizes e folhas sdo usadas como tonico, para cura de febres, doengas do coragdo e todos
os tipos de inflamac¢do. Estudos farmacoldgicos utilizando extratos desta planta indicaram sua

atividade antinociceptiva e antiinflamatéria (VENKATESH et al, 1999).

3.3.3 Metabdlitos descritos no género Sida

Investigagcdes fitoquimicas com espécies do género Sida mostraram a presenca de
alcaloides (DUNSTAN et al, 1997: MEDEIROS et al 2006 apud MOURA, 2010),
diterpenos, compostos nitrogenados, flavonoides, esteroides, cumarinas e 4cidos fendlicos
(SILVA et al., 2006). A presenca de diferentes classes de metabdlitos secundarios neste
género € de fundamental importancia na descoberta de novas substancias farmacologicamente
ativas, ja que os metabdlitos descritos para Sida sdo conhecidos por apresentarem importantes
propriedades, como a exemplo dos flavonoides, que apresentam atividades antiinflamatdria,
antialérgico, anticancerigeno; os alcaloides que possuem atividades antitumorais,
antitussigenos, antiviral; os esteroides que possuem atividades anti-inflamatdrias; os terpenos
e taninos que ajudam no tratamento da hipertensdo arterial, queimaduras, bactericida,

fungicida e saponinas que possuem atividades antiviral e atuam sobre membranas celulares.
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3.3.4 Consideracoes sobre Sida santaremnensis H. Monteiro

Sida santaremnensis (figura 1) € uma espécie pertencente ao género Sida, familia
Malvaceae, encontrada na regido Nordeste do Brasil, sendo conhecida popularmente como
guanxuma ou vassourinha. Segundo estudos realizados com o extrato etandlico bruto (EEB)
de Sida santaremnensis, este apresentou atividade vasorelaxante (ARCANIJO et al., 2011),
antiulcerogénica (OLIVEIRA et al., 2008), antinociceptiva (MENDES et al.,, 2008) e
antiedematogénica (MOURA, 2010). Baseado nas atividades farmacoldgicas evidenciadas
nesta espécie € de grande importancia o estudo fitoquimico de Sida santaremnensis, uma vez
que na literatura ndo h4 relatos sobre seus metabdlitos secundérios, de modo a tornar possivel

a realizacdo estudos farmacoldgicos mais detalhados com seus constituintes isolados.

Figura 1 — Sida santaremnensis (H. Monteiro). Foto: Daniel Dias Rufino Arcanjo, abril de 2007, no Parque
Piaui, Teresina/PI.
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3.4 Métodos de purificacdo de metabélitos secundarios

Atualmente, os métodos cromatogrificos sdo os procedimentos de separacdo e
isolamento mais amplamente utilizados para produtos naturais. A cromatografia consiste em
um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de uma mistura, realizada através
da distribuicdo desses componentes em duas fases, que estdo em contato intimo. Uma das
fases permanece estaciondria, enquanto a outra se move através dela. Durante a passagem da
fase mével sobre a fase estaciondria, os componentes da mistura sdo distribuidos pelas duas
fases de tal forma que cada um deles € seletivamente retido pela fase estaciondria, o que
resulta em migracdes diferenciais desses componentes (COLLINS et al, 2006).

Os métodos cromatograficos podem ser classificados, quanto a forma fisica do sistema
cromatografico, em dois tipos principais: cromatografia planar e cromatografia em coluna

(Esquema 01).

Esquema 01: Classificacao de cromatografias pela forma fisica

Cromatografia

Planar Coluna

I I I [ | |
Centrifuga CCD CP Liguida CSC Gasosa
(Chromatotron)

l |
Classica CLAE CG CGAR
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3.4.1 Cromatografia planar

Na cromatografia planar, a fase estaciondria € suportada sobre uma superficie plana ou
nos intersticios de um papel. Os métodos planares de cromatografia mais utilizados sdo:
cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia em papel (CP). A fase mével
desloca-se através da fase estaciondria por acdo da capilaridade, algumas vezes assistida por
potencial elétrico ou gravitacional.

Atualmente, a maior parte da cromatografia planar estd baseada em técnicas de
camada delgada, que € a mais rdpida, tem melhor resolucdo e é mais sensivel (SKKOG et al.,
2009).

A cromatografia em camada delgada € uma técnica de adsor¢do liquido—sélido que
consiste na separacdo dos componentes de uma mistura, através da migracao diferencial sobre
uma camada delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana. Nesse caso, a separacao
se da pela diferenca de afinidade dos componentes de uma mistura pela fase estaciondria. Esta
técnica apresenta multiplas vantagens, tais como: facil compreensdo e execucdo, separacdes
em breve espaco de tempo, versatilidade, grande reprodutibilidade e baixo custo. Por ser de
aplicacdo analitica, sua aplicacdo principal é a identificacio e andlise de misturas de
substancias organicas e inorganicas (COLLINS et. al, 2006).

Na cromatografia em camada delgada analitica uma fina camada de adsorvente é
espalhada sobre uma placa. Na extremidade desta placa recoberta pelo adsorvente e seca,
chamada cromatoplaca, a amostra € aplicada com auxilio de um capilar, obtendo-se pequenas
manchas. A placa cromatogréfica é colocada em uma camara fechada contendo um eluente
que percorre a fase fixa em movimento ascendente por acdo capilar, carregando consigo a
amostra organica. A visualizacdo dos compostos pode ser feita a olho nu, através de luz
ultravioleta e por vapores de iodo, em recipientes fechados. A distancia percorrida por cada
composto em uma amostra, dividido pela distncia percorrida pelo solvente é conhecido por
fator de retencdo (Rf). Para o célculo do valor de Rf (figura 2) mede-se a distancia que a
substancia deslocou (X) a partir do ponto de aplicacdo e divide-se pela distancia percorrida
(Y) pela frente do solvente a partir do ponto original da amostra (MARQUES e BORGES,
2007).

Quando as condi¢des de medida sdo completamente especificados, o valor de Rf é
constante para uma dada substdncia, e corresponde a uma propriedade fisica daquele

composto (PALOSHI et al, 1998).
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Linha de chegada ~ — 4 | ___________________ Rf= X/Y

da fase movel

Figura 2. Determina¢@o do Rf a partir do cromatoplaca

A cromatografia em papel, por sua vez, é frequentemente relacionada a cromatografia
em camda delgada. As técnicas experimentais sio semelhantes as de CCD. E considerada,
comumente, uma técnica de particdo liquido-liquido e ndo sdélido-liquido. A amostra é
depositada perto da base de um papel de filtro e o papel é colocado em uma camara de
desenvolvimento. O solvente migra por capilaridade e os componentes movem-se em
diferentes velocidades. Embora o papel consista de celulose praticamente pura, ela nao
funciona como sendo a fase estaciondria. Sua fungdo € a de absorver dgua da atmosfera, sendo
esta dgua absorvida sobre a celulose que funciona como fase estaciondria. Os compostos sdo
separados entre a fase aquosa estaciondria e o solvente em movimento no papel. Sua principal
aplicacdo estd relacionada a compostos altamente polares, como por exemplo, agucares,

aminodcidos, pigmentos naturais, ions, etc (AQUINO NETO & NUNES, 2003).

3.4.2 Cromatografia em coluna

Na cromatografia em coluna, a fase estaciondria € mantida dentro de um tubo estreito
através do qual passa a fase movel (SKOOG et al., 2009). Considerando o estado fisico da
fase movel, distingue-se a cromatografia gasosa, onde a fase movel € um gés, a cromatografia
liquida, onde a fase mével € um liquido, e a cromatografia supercritica, onde se usa como fase
moével um vapor pressurizado, em temperatura acima de sua temperatura critica, mas
mantendo as propriedades de interagdes com os solutos (COLLINS et al., 2006).

A cromatografia gasosa serve para separar componentes a partir de uma mistura de

compostos volateis (COLLINS et al., 2006). Na cromatografia gasosa a amostra € vaporizada
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e injetada no topo de uma coluna cromatogréfica. A eluicdo € feita por fluxo de um gés inerte
que atua como fase mével. Ha dois tipos de cromatografia gasosa: cromatografia gas-sélido e
a cromatografia gis-liquido. A cromatografia gis-liquido tem ampla aplicacdo em todas as
areas das ciéncias: o seu nome foi reduzido para cromatografia gasosa (GC). A cromatografia
gds-sOlido estd baseada em uma fase estaciondria sélida, na qual a retencdo dos analitos €
consequéncia de adsorcdo fisica. Ela tem aplicacio limitada devido a retencdo
semipermanente de moléculas polares ou ativas e as marcantes caudas dos picos de eluicao.
Assim, esta técnica ndo tem ampla aplicagdo, exceto para separacdo de certas espécies gasosas
de baixo peso molecular (SKOOG, et al., 2009).

A cromatografia liquida em coluna também se divide em dois grupos: a cromatografia
liquida cléssica (CLC), feitas em coluna de vidro e a cromatografia liquida de alta efici€éncia
(CLAE), que usa colunas metalicas e pressdes de fase mével elevadas, obtidas com auxilio de
uma bomba de alta pressao (COLLINS et al., 2006).

O processo de separagdo dos componentes da mistura a ser analisada na cromatografia
liquida em coluna baseia-se em quatro modalidades:

1. Cromatografia de parti¢do: separagao dos componentes de uma mistura com base nos
seus coeficientes de particdo entre dois solventes imisciveis que constituem as fases movel
€ estacionaria;

2. Cromatografia de adsor¢do: baseia-se na adsorcdo dos componentes de uma solucdo
sobre a fase estaciondria solida constituida por particulas finas de adsorventes polares ou
apolares, sendo que o componente que for mais fortemente atraido pelo adsorvente sera
deslocado pela fase movel de forma mais lenta;

3. Cromatografia de troca i0nica: aplicada na separacdo de substancias contendo
grupamentos ionizaveis, como aminodcidos e alcaloides, baseiam-se no intercambio de
ions entre a fase movel e resinas contendo grupos funcionais;

4. Cromatografia de exclusdo ou de filtracio molecular: baseia-se no tamanho das
moléculas do soluto que passam através da fase estaciondria, constituida por um gel
poroso, as moléculas maiores ndo conseguem penetrar nos poros € sdo arrastadas pela fase
moével, enquanto as moléculas de menor tamanho, capazes de penetrar nos poros da fase
estaciondria sdo retidas por mais tempo no interior da coluna. Para este tipo de
cromatografia utilizam-se géis derivados do dextrano, como o produto comercialmente

conhecido como Sephadex (SIMOES et al., 2010)
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Na CLC a fase estacionaria é colocada em um tubo de vidro cilindrico contendo, na
extremidade inferior uma torneira. A amostra é dissolvida em uma pequena quantidade de
solvente e adicionada na extremidade superior, deixando-o percolar pela fase estaciondria
(MARQUES e BORGES, 2007). O sistema ¢é operado, quase sempre, de forma
completamente manual e a eluicdo € promovida pela forca da gravidade. Isso faz com que
todo preparado da coluna, a adi¢do constante da fase mével, a introdu¢do da amostra e coleta
de fragOes sejam realizadas pelo operador. Apesar de ndo possuir a mesma eficiéncia de
separagdo que a CLAE e ser um processo que demanda gasto de tempo, apresenta vantagens
como menor custo, maior capacidade preparativa e simplicidade operacional (COLLINS,
2006).

A CLAE ¢ também conhecida por cromatografias de alta velocidade, alta pressdo, alto
desempenho e alta resolu¢do por utilizar colunas fechadas recheadas com materiais
especialmente preparados e uma fase movel, eluida sob altas pressdes. Essas colunas sdo
reaproveitdveis, porém mais caras. Uma injecdo precisa da amostra é conseguida usando-se
uma valvula de inje¢do. Vérios tipos de detectores sdo colocados na saida da coluna para
proporcionar o registro continuo da composicao do efluente para posterior identificagdo dos
componentes da amostra. Ela tem a capacidade de realizar separacdes e andlises quantitativas
de uma grande variedade de compostos presentes em diversos tipos de amostras, em escala de
tempo de poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e detectabilidade. O sistema, por ser
automatizado, quando comparado a CLC € menos dependente do tempo do operador

(COLLINS, 2006).

3.5 Métodos de identificacao

Entre os métodos fisicos de andlise para identificacdo estrutural de substancias
naturais, a espectrometria de massas, a espectroscopia no ultravioleta (UV), no visivel e no
Infravermelho (IV), bem como a Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio e
carbono 13 constituem os mais amplamente empregados (SIMOES et al, 2010).

A identificacdo da substancia isolada durante a realizagdo do trabalho foi feita através
da andlise de espectros de RMN de 'H e '*C, que consiste em uma das ferramentas mais
valiosas para a determinac@o estrutural de compostos organicos, por permitir caracterizar o
nimero e o tipo de atomos de H e C, contribuindo assim para o estabelecimento do esqueleto

da molécula (SIMOES et al, 2010).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais
4.1.1. Extrativos

Os solventes utilizados na preparacdo e fracionamento dos extratos de S.
santaremnensis foram analiticamente puros (P.A) obtidos das marcas Vetec e Merck,
destacando-se o hexano, cloroférmio, acetato de etila, diclorometano e metanol.

Para evaporacdo dos solventes, foi utilizado evaporador rotativo Quimis acoplado a
bomba de vicuo. Na secagem total dos extratos e fracdes, que continham 4gua, foi utilizado
liofilizador constituido de Micro Modulyo Edwards acoplado a uma bomba de alto viacuo
ValPump VLP80 Savant.

Na dissolucdo das amostras foi utilizado banho de ultrasonic, modelo Cleanner
Thournton da Marconi e chapa aquecedora Fisatom, modelo 725A. As medi¢des de massa das

amostras foram realizadas em balanga analitica, modelo FA2104N.

4.1.2 Cromatograficos

Para as cromatografias em coluna foram utilizadas colunas de vidro de tamanho e
diametro variados usando como fase fixa sephadex LH-20. Na andlise das amostras por
cromatografia em camada delgada analitica foram utilizadas placas da Merck em aluminio, as

quais foram observadas no Ultravioleta-Visivel e reveladas em vapores de iodo.

4.1.3 Espectroscopicos

Os espectros de RMN de 'H e '*C foram obtidos na Universidade Federal da Paraiba
(UFPB) através de parceria firmada com esta instituicdo de ensino. Os espectros de RMN de
13C e 'H foram obtidos no espectrdmetro MERCURY- VARIAN a 500 MHz ('H) E 125 MHz
(13C).
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4.2 METODOS

4.2.1 Levantamento bibliografico

Durante o desenvolvimento do trabalho foi realizada atualizacdo bibliografica sobre a
espécie estudada no Chemical Abstract, NAPRALERT e Web of Science, com constante

coleta de informacdes, visando a implementagao de novas ideias e conhecimentos atualizados.

4.2.2 Coleta e identificacao do material vegetal

A espécie estudada Sida santaremnensis (partes aéreas) foi coletada no Parque Piaui
(Teresina- PI) em abril de 2007, no periodo da manha, jia que a hora do dia exerce influéncia
sobre o acimulo de metabdlitos vegetais. A identificacdo botanica foi realizada pela Botanica
Dra Gardene Maria de Sousa, sendo uma exsicata depositada no Herbario Graziela Barroso,

sob o cédigo 21867.

4.2.3 Obtencao e particionamento do extrato etandlico bruto de Sida santaremnensis

O material vegetal (7 kg) foi desidratado ao ar livre, e posteriormente submetido a
moagem empregando-se moinho de facas. O pé obtido (2500g) foi levado a maceracdo em
etanol a 96%, tendo sido esse processo repetido oito vezes, até a completa extracdo. Em
seguida, a solucdo extrativa foi filtrada e concentrada em evaporador rotativo sob pressdo
reduzida e, logo apds, o material colocado em liofilizador para eliminacdo da dgua, sendo
obtidos 105,1g do extrato etandlico bruto, o qual foi solubilizado em uma solucio
hidroalcéolica MeOH: H>O (7: 3), e submetida ao particionamento com solventes em
gradiente crescente de polaridade, utilizando-se o hexano, o diclorometano e acetato de etila
que apds concentrados em evaporador rotativo, resultaram nas respectivas fases: hexanica
(39,4g), diclorometanica (11,1g), acetato de etila (8,9g) e hidroalcodlica (39,3g) (Esquema 2,
p- 25).
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Esquema 2- Obtenc¢ao e particionamento do Extrato Etandlico Bruto (EEB) de Sida

santaremnensis

PARTES AEREAS DA PLANTA

Secagem e moagem

7

PO (2500g)

EtOH (96 % v/v)

EEB (105,1g)

F. Hex (39,4g)

F. CH2Cl2 (11,19)

F. AcOEt (8,9g)

F. EtOH:H20 (39,39)

Obs: Foi observado perda de material durante o particionamento, o qual deve-se ao

processo de transferéncia do extrato para outras vidrarias durante o experimento.
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4.2.4 Triagem fitoquimica preliminar

O extrato etandlico bruto das partes aéreas de S. santaremnensis e as respectivas fases
obtidas apds o particionamento (hexanica, diclorometanica, acetato de etila e hidroalc6olica)
foram submetidos a triagem fitoquimica preliminar, empregando-se reagentes especificos para
classe de esteroides e triterpenos (Lieberman-Burchard), flavonoides (Shinoda), taninos
(Gelatina), alcaloides (Dragendorff) e saponinas (Indice de Espuma) seguindo a metodologia
descrita por Matos (2009) ou Biavatti et al. (2007) sendo adotado o seguinte procedimento

para cada tipo de metabdlito pesquisado:

1- Flavonoides
Realizou-se o teste de cianidina ou Shinoda (HCIl concentrado e magnésio). Onde
solubilizaram-se 100 mg do EEB e das respectivas fases (hexanica, diclorometanica,
hidroalc6olica, acetato de etila) de S. santaremnensis em etanol a 96%, em seguida adicionou
a 2 mL do extrato e das respectivas fases, aproximadamente 0,5 cm de magnésio em fita com
2 ml de 4cido cloridrico concentrado. O fim da reacdo deu-se pelo término de efervescéncia.
-Aparecimento de coloragdao que variou de résea a vermelha, indicou a presenca de

flavonoides no extrato.

2- Taninos
Em um tubo de ensaio contendo 2 mL do extrato e das respectivas fases solubilizados em
dgua destilada, foi adicionado 3 gotas de solu¢d@o de gelatina a 3% e agitado suavemente.

- Aparecimento de turvagdo ou precipitacdo indica presenca de taninos;

3- Alcaloides

Realizou-se a reagcdo de drangerdorff, no qual o EEB e das fases de Sida
santaremnensis, foram solubilizados em cloroférmio. Em seguida, transferiu-se 1 mL de
cada solucdo obtida para tubos de ensaio respectivos e adicionou-se a estes 0,8 mL de
hidroxido de sodio a 1%. Posteriormente, os tubos foram agitados suavemente e
acrescentou-se aos mesmos 3 a 4 gotas do reagente de Drangerdorff. A formacdo de

precipitado ou turvacdo indicou possivel presenca de alcaloide;
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4- Saponinas
Solubilizou-se 100 mg do EEB e das fases de Sida santaremnensis em 4gua
destilada, em seguida foram transferidos 2 mL das solucdes extrativas para tubos de
ensaio respectivos que foram agitados energicamente por 15 segundos.
- O teste foi considerado positivo quando houve a formacido de espuma persistente

poe mais de 15 minutos;

5- Esteroides e triterpenos
Foi realizado o teste de Lierberman-Buchard no qual foram solubilizados 100 mg do
EEB e das respectivas fases em cloroférmio. Em seguida foi transferido 2 mL de cada
solugdo para respectivos tubos de ensaio. Adicionou-se a estes 1 mL de anidrido acético,
agitando-os suavemente. Posteriormente, acrescentou-se trés gotas de dcido sulfurico
(H2S04) concentrado em cada tudo e foi observado o desenvolvimento de cores:
- Coloracao azul evanescente seguida de verde permanente indicou a presenga de
esteroides livres;
- Coloracao parda até vermelha indicou a presenca de triterpenoides pentaciclicos

livres.

4.2.5 Fracionamento da fase acetato de etila

A fase acetato de etila (3,0g) foi submetida a cromatografia em coluna utilizando como
fase estaciondria o sephadex LH-20 e como eluente o metanol, resultando em 48 fracdes de 5
mL. Em seguida, estas foram analisadas por cromatografia em camada delgada analitica e
reunidas de acordo com seus Rf’s, obtendo-se seis sub-fracdes. Destas, a sub-fracao 12/26
(500 mg) foi recromatografada nas mesmas condi¢des anteriores, resultando em 27 fracdes,
que foram também comparadas e reunidas de forma semelhante as fragdes anteriores
(Esquema 2, p.25). A sub-fragdo 08/10 (100 mg) resultante da coluna 02 mostrou-se
promissora apoOs ser evidenciada em UV-visivel e revelada em vapores de iodo, sendo
submetida a processo de recromatografia. Desta coluna, foram obtidas 07 fragdes, sendo que a
sub-fracdo 06/07 (5 mg) apos ser analisada por CCDA apresentou-se pura (Esquema 3, p.28)
O critério de pureza empregado para as substancias foi a obten¢do de uma tunica mancha

uniforme em cromatoplaca, variando-se o sistema de solvente empregado.



Esquema 3- Fracionamento da fase acetato de etila de Sida santaremnensis

FASE AcOEt (3,0g)

J

1 | I |

01/05 06/11 12/26 27/30 31/41 42/48
ﬂ *
01/05 06/07 08/10 11/13 14/17 18/27
ﬂ *
01 02/03 04/05 06/07
S-1
5 mg

%  Coluna em Sephadex LH 20

Fase movel- metanol
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1  Triagem fitoquimica

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes quimicos das
espécies vegetais ou avaliar sua presenca nos mesmos. Quando nio se dispde de estudos
quimicos sobre a espécie de interesse, a andlise fitoquimica pode identificar os grupos de
metabélitos secunddrios relevantes (SIMOES et al., , 2010).

A realizacdo da prospeccio fitoquimica do extrato etandlico bruto e das fases hexanica,
diclorometanica, acetatoetilica e hidroalcodlica de Sida santaremnensis mostrou a presenca de
classes importantes de metabdlitos secunddrios, conforme observa-se no quadro 1. Os
resultados foram considerados positivos pela formacdo de turvacdo ou precipitados e
surgimento de coloragdo ou espuma, sendo classificados em fraco positivo (+), moderado
positivo (++) e forte positivo (+++), pela intensificacdo destes e negativo (-) pela a auséncia
dos mesmos. A técnica de prospeccdo preliminar permitiu fazer uma abordagem do
comportamento quimico do material vegetal, servindo como instrumento valioso para a
selecdo de qual fase escolher para inicio do estudo, de forma a se obter resultados rapidos,

oferecendo ao pesquisador certo grau de familiaridade com o material trabalhado.

Quadro 1- Triagem fitoquimica das partes aéreas de Sida santaremnensis H. Monteiro

PESQUISA RESULTADO

METABOLITO TESTE EEB FASE FASE FASE FASE

SECUNDARIO HEX | CH,CL, | ACOET | ETOH:H;O

Esteroides Lieberman- ++ ++ ++ - -
Burchard

Triterpenos Lieberman- + + + ++ -
Burchard

Flavonoides Shinoda + - + ++ +++

Taninos Gelatina + - - ++ +++

Alcaloides Dragendorff ++ - ++ + ++

Saponinas Indice de + - - ++ ++
Espuma

O sinal (+) indica presenca e (-) auséncia do constituinte quimico
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Os resultados obtidos na triagem fitoquimica do EEB e das respectivas fases de S.
santaremnensis, apesar de preliminares para essas diferentes classes de substancias,
apresentam-se animadores e criam possibilidades para investigacdes relacionadas a estrutura e
atividade dos componentes de cada fase obtida, uma vez que as classes detectadas, como por
exemplo, os flavondides, possuem importantes atividades bioldgicas relatadas na literatura,
entre as quais, podemos citar antimicrobiana, antiviral, antiulcerogénica, citotdxica,
antineopldsica, antioxidante, antihepatotéxica, antihipertensiva, hipolipidémica,
antiinflamatéria, antiplaquetdrio, entre outras (PELZER et al., 1998 apud MACHADO et al.,
2008), e ainda os alcaldides que possuem propriedades anestésicas, estimulantes e diversas
outras de grande utilidade na terapéutica (SIMOES et al., 2010).

Neste trabalho, priorizou-se o fracionamento e purificacdo dos constituintes da fase
acetato de etila. Isto deve-se ao fato desta fase ter apresentado ao final da triagem fitoquimica
a maior variedade de classes de metabdlitos secundérios quando comparada as outras obtidas
do particionamento do extrato etandlico bruto de Sida santaremnensis, possibilitando uma

maior diversidade de metabdlitos a serem purificados.

5.2 Constituintes quimicos isolados de Sida santaremnensis

O fracionamento da fase acetato de etila de Sida santaremnensis resultou no
isolamento de uma substincia, codificado como S-1. Esta substancia apresentou
caracteristicas de p6 amorfo com coloracao amarelada, visivel a olho nu e com fluorescéncia

no UV- visivel (figura 3), o qual suspeitou-se tratar de um flavonoide.

CHCl3:MeOH
8:2

Figura 3- Placa cromatografica da substincia S-1. Fonte dados da pesquisa
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A identificacdo estrutural da substancia S-1, isolada de Sida santaremnensis foi
baseada na andlise dos dados obtidos através dos espectros de RMN 'H e *C e comparacio
com dados na literatura. O espectro de RMN 'H da substincia S-1 (figura 5, p. 35) e suas
expansdes (Figuras 6, 7 e 8, p. 36, 37 e 38) exibiram dois dupletos com sinais intensos em
7,99 (2H, J= 10 Hz) e o 6,83 (2H, J= 10 Hz), acoplando orfo, o que permitiu sugerir um
sistema AA’BB’, tipico de esqueleto flavonoidico com anel B p-substituido, geralmente
encontrado em espécies da familia Malvaceae. Esta proposta foi fortalecida pelos sinais em 0
6,11 (d, 1H, J=5,0 Hz) e 0 6,27 (d, 1H, J=5,0 Hz), mostrando acoplamento meta, atribuidos
aos hidrogénios 6 e 8, respectivamente, comum em flavondides com substituintes nos
carbonos 5 e 7 (HARBONE, 1994). A auséncia de sinal para um simpleto entre 6 6,39 — 6,94
caracteristico do hidrogénio 3 das 5,7-diidroflavonas, sugere que esta posicdo esteja
substituida. Uma unidade de glicose com configuragao B para a molécula de S-1 foi sugerida
pelo dupleto em 6 5,04, com constante de acoplamento igual a 5,0 Hz. Esta sugestdo foi
fortalecida pelos sinais em o 3,35 e 0 3,77, referentes a dois duplos dupletos, atribuidos aos
hidrogénios metilénicos do carbono 6 na molécula de glicose, além dos picos para
hidrogénios oximetinicos observados entre 6 3,26 a o 3,44. Adicionalmente neste espectro,
foram reveladas absor¢des em 6 4,50 (d, 2H, 5,0 Hz) e 6 1,11 caracteristicos de hidrogénio
anomérico e metilico de ramnose, respectivamente, que permitiram inferir a presenca dessa
unidade na estrutura em andlise (ROSOANAIVO et al., 1990).

Através da andlise do espectro de RMN 3C de S-1 (figura 9, p. 39) e suas expansdes
(Figuras 10 e 11 p. 40 e 41), observou-se deslocamentos quimicos para o padrdo do canferol
(3,5,7,4 -tetrahidroxiflavona) pelos picos em & 179,06, referente ao grupo carbonila com
substituintes oxigenados nas posicdes 3 e 5, bem como em o 135,48, 6 162,51, 6 165,68 e
161,19, condizentes com os carbonos ndo hidrogenados 3,5,7,4’, respectivamente, segundo
comparagdes com a literatura (AGRAWAL, 1989). Observou-se também quatro sinais
intensos referentes a dois sistemas AA’BB’ fortalecendo a sugestdo do espectro de RMN 'H.
As duas absor¢des em 0 116,02 e & 132,29 foram propostas para os carbonos 3°,5” e 2°,6’,
respectivamente, do anel B do flavonéide. O espectro de RMN '3C corroborou ainda com a
sugestdo da presenca de duas unidades osidicas ao revelar sinais para dois carbonos
anoméricos em O 102,24 e 6 104,76. A proposta de que um desses residuos tratava-se de
ramnose foi fortalecida pelo sinal para carbono metilico em 6 17,8. Outros sinais entre & 71,3
e 0 77,9 para carbonos metinicos, além de sinal em 6 68,5 para carbono metilénico fortaleceu

a proposta de que o outro residuo de agucar tratava-se da glicose, contudo, provavelmente nao
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encontrava-se livre, pois quando isso acontece o carbono metilénico absorve normalmente em
0 62,0 (KAOUADII et al, 1990). Tal fato permitiu propor que a unidade de ramnose deveria
estar ligada ao carbono 6’ da glicose.

As interpretacdes dos dados espectrais de RMN 'H e 'C (Tabela 2, p.33) e
comparacdes com os valores da literatura (Tabela 3, p. 34) permitiram confirmar a hipdtese
anterior e identificar S-1 como sendo o canferol 3-O-B-D-glicopiranose (6°’-1°"") a-L-

ramnopiranosideo (figura 4) , descrito pela primeira vez no género Sida.

Figura 4- Canferol 3- O -D- B-glicopiranose glicopiranose (6’’-1""") a-L-ramnopiranosideo



Tabela 2.
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Dados espectrais de RMN 'H e '*C (5§, MeOD, 500 e 125 MHz) da substincia S-1

H C (5)
2 - 159,23
3 - 135,48
4 - 179,06
5 - 162,51
6 6,11 (d, 1H, 5,0 Hz) 99,93
7 - 165,68
8 6,27 (d, 1H, 5,0 Hz) 94,96
9 - 158,16
10 - 105,45
r - 122,55

2,6’ 7,99 (d, 2H, J=10 Hz) 132,29

3,5 6,83 (d, 2H, J=10 Hz) 116,02
4 - 161,19

1’ 5,04 (d, 1H, J=5,0 Hz) 104,76

2” 3,44 m 75,63

37 3,44 m 77,97

4 3,26 m 71,27

5 3,35 m 76,91

6” 3,77 m 68,50
3,35 m

1’ 4,50 102,24

27 3,65 m 71,90

377 3,53 m 72,22

4 3,27 m 73,83

5 3,42 m 69,59

6 1,11 (@ 1H, J=5,0 Hz) 17,86
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Tabela 3. Dados de RMN !3C (8, MeOD, 125 MHz) da substincia S-1 comparados com
canferol 3-O-B-D-glicopiranosideo (6’’-1"") a-L- ramnosideo obtido em MeOD
(AGRAWAL, 1989).

6C S-1 canferol 3-O-B-D-glicopiranose (6°°-
1°°’) a-L- ramnopiranosideo
2 159,23 158,7
3 135,48 135,5
4 179,06 179,4
5 162,51 163,0
6 99,93 100,0
7 165,68 166,2
8 94,96 95,0
9 158,16 159.,4
10 105,45 105,6
| 122,55 122,8
2°,6° 132,29 132,4
3.5 116,02 116,2
4 161,19 161,5
1” 104,76 104,6
2” 75,6 75,6
3” 77,9 78,1
4> 71,3 71,5
5 76,9 77,8
6”’ 68,5 68,6
1 102,24 102,6
2> 71,9 72,1
3 72,2 72,3
4> 73,8 73,4
5 69,5 69,7
6’ 17,8 17,9
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6. CONCLUSAO

A partir da triagem fitoquimica preliminar, podemos concluir que a espécie Sida
santaremnensis € uma espécie que apresenta uma variedade importante de metabdlitos
secunddrios, como esteroides, triterpenos, flavonoides, alcaloides, taninos e saponinas, sendo
que estes constituintes estao de acordo com aqueles relatados na literatura para outras espécies
do género Sida. Esses resultados sdo promissores para descoberta de novos potenciais
terapéuticos.

O estudo fitoquimico da fase acetato de etila de Sida santaremnensis levou ao
isolamento e caracterizagdo estrutural de um flavonoide glicosilado: o canferol 3-O-B-D-
glicopiranose (6°’-1""") a-L-ramnopiranosideo, isolado pela primeira vez no género Sida. O
isolamento dessa substancia contribui para o enriquecimento quimiotaxondmico da familia
Malvaceae e melhor conhecimento de uma espécie pertencente a vegetacdo do Nordeste
Brasileiro.

Sabendo-se que a avaliacdo vasorelaxante, antiulcerogénica e antinociceptiva do extrato
bruto de S. santaremnenesis H. Monteiro mostrou-se promissora, pretende-se, através de
parceria estabelecida com professores da Universidade Federal do Piaui, encaminhar a
substancia isolada para avaliacdo dos possiveis mecanismos envolvidos nessas atividades. A
importancia de investigar produtos naturais que possuem atividade bioldgica em misculo liso
reside no fato, de que, substancias com atividade espasmolitica poderao vir a ter aplicagdo na
terap€utica de vdrios tipos de doencas como vasoespasmos cerebrais, diarréia, asma,
hipertensdo arterial, espasmos intestinais e uterinos e alguns outros processos fisiopatolégicos
que também envolvem os mecanismos de contracdo e relaxamento. Além disso a acdo

antiulcerogénica e antinociceptiva ja € relatada na literatura para diversos flavonoides.
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