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RESUMO 

 

 

CARACTERIZAÇÃO E DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE ANTIFÚNGICA IN 

VITRO DE EXTRATOS OBTIDOS DE Sida tuberculata R.E. FRIES (MALVACEAE) 
 

 

Sida tuberculata (Malvaceae), conhecida popularmente como “guanxuma”, é uma espécie 

vegetal de porte herbáceo, bem representada na região sul do Brasil. Na cultura popular é 

utilizada para tratamento de diversas enfermidades, em especial àquelas relacionadas ao 

diabetes e ao colesterol elevado. Para algumas espécies, existem relatos de eventual potencial 

antimicrobiano. Considerando a ausência de estudos sobre esta planta, o presente trabalho 

investigou a composição química dos extratos brutos de S. tuberculata e avaliou seu potencial 

antifúngico in vitro. Após a coleta e identificação, o material vegetal foi submetido aos 

processos de secagem e trituração. Submeteu-se a extração a frio por percolação, utilizando-se 

como solvente solução hidroetanólica a 40% para folhas e 70% para raízes. Para fins de 

comparação foram feitas extrações aquosas por infusão. Na sequência, foram determinados os 

teores de fenólicos totais e flavonóides totais. Posteriormente, as amostras foram analisadas 

através de método por CLAE-UV, com seleção das condições cromatográficas de melhor 

eficiência de separação. Sendo estas estabelecidas, efetuou-se análise por LC-MS em modo 

ESI positivo. Para os ensaios da atividade antifúngica foram utilizados os protocolos de 

microdiluição em ágar para determinação da concentração inibitória mínima (CIM) e 

concentração fungicida mínima (CFM). Também foi aplicada a metodologia para avaliação 

do potencial de remoção de biofilme em Cateter Venoso Central (CVC).  Os resultados 

obtidos demonstraram um maior teor de fenólicos e flavonóides totais nos extratos das folhas. 

As análises por LC-UV-MS permitiram a identificação e proposição de cinco compostos, 

entre ecdisteróides, flavonóides e alcalóides. Nos ensaios de atividade antifúngica os extratos 

aquosos apresentaram atividade contra linhagens de Candida krusei, com valores de CIM 

variando entre 3.9 - 62.5 µg/ml para folhas e 1.95 - 31.25 µg/ml para raízes. No teste de 

remoção de biofilme, os extratos aquosos das folhas demonstraram um maior potencial de 

remoção. Os dados de composição química obtidos, nas variantes de diferentes partes da 

planta, bem como a atividade antimicrobiana detectada, geram expectativas quanto a novos 

estudos de exploração do potencial biológico de S. tuberculata. 

 

Palavras-chave: Sida tuberculata, LC-MS, extratos hidroetanólicos, atividade antifúngica in 

vitro  



 
 

ABSTRACT 

 

 

CHARACTERIZATION AND DETERMINATION OF IN VITRO ANTIFUNGAL 

ACTIVITY OF Sida tuberculata. R.E. FRIES (MALVACEAE) EXTRACTS 
 

 

Sida tuberculata (Malvaceae), popularly known as "guanxuma", is an herbaceous plant 

species present in southern Brazil. In popular culture, it is used for the treatment of several 

diseases, such as those related to diabetes and high cholesterol level. For some species of 

Sida, there are also reports about the antimicrobial potential. Considering the lack of studies at 

this species, this study proposed an investigation about the chemical composition of Sida 

tuberculata extracts and their in vitro antifungal activity. After collection and identification, 

the plant material was submitted to dryness and powdered. Then, it was submitted to 

extraction by percolation using hydroethanolic solution at 40% and 70% as solvent, to leaves 

and roots respectively. For comparison, aqueous extracts were obtained by infusion. The total 

phenolic and flavonoid contents of extracts were determined. The samples were also 

evaluated by HPLC-UV, testing the chromatographic conditions that promote the better 

separation efficiency. After, for the identification procedure, the analysis by LC-ESI-MS in 

positive mode was conducted using previously established conditions. For the antifungal 

activity assay, the agar microdilution protocols were used for determination of minimum 

inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC). In addition, 

the extracts were tested for potential biofilm removal in Central Venous Catheter (CVC). The 

results demonstrated a higher concentration of total phenolic and flavonoids compounds in the 

leaves extracts. LC-MS analysis allowed the identification of five components, between 

ecdysteroids, flavonoids and alkaloids. In the assay of antifungal activity, the aqueous extract 

had activity against Candida krusei strains, with the MIC values varying between 3.9 - 62.5 

µg/ml for leaves and 1.95 - 31.25 µg/ml for roots. In the CVC biofilm removal testing, the 

aqueous leaves extracts presented a greater potential. The chemical composition data obtained 

in this work, considering the different parts of plant, as well as the antimicrobial activity 

detected, bring perspectives of exploring this species concerning its biological potential. 

 

Keywords: Sida tuberculata, hydroethanolic extracts, LC-ESI-MS, in vitro antifungal activity. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

As considerações populares sobre o uso e a eficácia de plantas medicinais contribuem 

de forma relevante para a divulgação das propriedades terapêuticas dos vegetais, apesar de, 

muitas vezes, não terem estes efeitos devidamente comprovados (MOURA 2010). De maneira 

indireta, este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores em estudos 

envolvendo áreas multidiciplinares, como por exemplo, botânica, farmacologia, fitoquímica, 

bioquímica e toxicologia, que juntas proporcionam um maior conhecimento sobre possíveis 

atividades biológicas dessa flora (MACIEL et al., 2002).  

Cabe destacar que o uso empírico e pouco cuidadoso das plantas, fora de um padrão de 

segurança e sem respaldo científico, se torna perigoso à população e inadequado para a 

implantação da fitoterapia como um recurso terapêutico no atendimento de algumas das 

necessidades básicas dos serviços de saúde, como tem sido recomendado por órgãos 

governamentais (SOUZA et al., 2003). A inexistência ou a falta de informação sobre a 

caracterização de espécies medicinais impossibilita o seu uso correto e com segurança. Por 

isso a comprovação científica torna-se essencial nesta área.  

Nesse contexto, a espécie botânica Sida tuberculata R.E. FRIES, comumente 

conhecida como “guanxuma”, tem a infusão de suas raízes popularmente utilizada contra a 

hiperglicemia, hipercolesterolemia e também como agente antimicrobiano. Trata-se de uma 

planta herbácea ou subarbustiva amplamente distribuída no sul da Brasil, pertencente à 

família Malvaceae. Consideradas invasoras, as espécies do gênero, ocorrem preferencialmente 

em lugares ensolarados com vegetação alterada, raramente nos interiores das matas. No 

Brasil, ocorre em todo o território, desenvolvendo-se em diversos ambientes (BOVINI et al., 

2001) 

Recentemente, estudos envolvendo espécies do gênero Sida aumentaram 

significativamente em várias partes do mundo. Dois estudos subsequentes relataram os efeitos 

cardioprotetor e anti-aterosclerótico dos extratos de S. rhomboidea em camundongos 

(THOUNAOJAM et al., 2010, THOUNAOJAM et al., 2011). Assam et al. (2010) relataram 

uma atividade moderada contra Salmonella dysenteriae dos extratos metanólicos de S. 

rhombifolia. Em contrapartida Konaté et al (2012) demonstrou que S. alba possui um 

significativo efeito antibacteriano em linhagens gram-positivas e gram-negativas. Também, o 

conteúdo de polifenóis totais, atividade antioxidante e anti-inflamatória foram avaliadas por 

Konaté e Souza (2010) em cinco espécies de Sida (S. acuta Burm, S. alba L., S. cordifolia L., 

S. rhombifolia L., S. urens L) todas coletadas em um país africano, tendo a maioria sua ação 
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comprovada. E ainda, foi demonstrado que as frações extrativas orgânicas de S. cordifolia 

possuem uma pronunciada resposta antinociceptiva orofacial em camundongos 

(BONJARDIM et al., 2011) 

Dentre as principais classes de componentes fitoquímicos já relatados e isolados para 

Sida, estão a presença de esteróides (DINAN et al., 2001a), flavonóides (SUTRADHAR et al., 

2008) e compostos nitrogenados (KHATOON et al., 2005). Um estudo de isolamento e 

identificação realizado por Gomes et al. (2008) identificou a presença de um novo 

componente químico denominado feofitina derivada da clorofila, sendo esta substância inédita 

no gênero. Análises qualitativas em S. rhombifolia através screenings fitoquímicos detectaram 

a presença saponinas e flavonóides como também taninos e glicosídeos (THOUNAOJAM et 

al., 2009a; BUGRÉS e REZA, 2008) 

Embora estes trabalhos tenham demonstrado a relevância das espécies de Sida em 

determinadas atividades biológicas, cabe destacar que pesquisas com espécies nativas do 

bioma Pampa e adaptadas às características singulares dessa região podem revelar 

componentes e efeitos exclusivos em exemplares existentes nessa área. De acordo com 

Kutchan (2001), os metabólitos secundários representam uma interface química entre as 

plantas e o ambiente circundante, portanto, sua síntese é frequentemente afetada por 

condições ambientais. 

Com base no exposto acima, o presente trabalho realizou um estudo da composição 

química dos extratos obtidos de Sida tuberculata em exemplares coletados na região da 

fronteira oeste do Rio Grande do Sul, inserida no bioma Pampa. Foram aplicadas técnicas 

cromatográficas e espectrométricas, bem como, uma avaliação do potencial antifúngico in 

vitro. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1 GÊNERO SIDA - ASPECTOS BOTÂNICOS 

 

Sida é um gênero botânico inserido na família Malvaceae, pertencente à ordem 

Malvales e está constituída por 243 gêneros e 4225 espécies aproximadamente (STEVENS, 

2003). Normalmente se apresentam como ervas, subarbustos, arbustos e raramente árvores 

(BARACHO, 1998). No Brasil, essa expressividade se restringe a 35 gêneros e cerca de 400 

espécies, com predominância nas regiões Nordeste e Sul e, em menor proporção, nas regiões 

Norte, Centro-Oeste e Sudeste (BARROSO et al. 1991; SILVA et al, 2006). Muitos 

representantes desse gênero são considerados plantas daninhas por serem espécies infestantes 

em diversas culturas, como pastagens e áreas desocupadas. Dificultam as colheitas mecânicas 

em culturas anuais, pelos caules muito resistentes (CARVALHO e PITELLI, 1992; 

KISSMANN e GROTH, 2000). 

Sida tuberculata caracteriza-se por ser uma espécie perene ou anual, ereta, fibrosa, 

bastante ramificada, variando entre 40 a 80 cm de altura e multiplica-se por sementes (Figura 

1). Este táxon possui como característica uma raiz pivotante que pode atingir 50 cm de 

profundidade com muitas raízes secundárias (KISSMANN e GROTH, 2000). Espécies dessa 

família são largamente disseminadas em quase todo o mundo, com exceção de regiões muito 

frias, ocorrendo predominantemente nas regiões tropicais, principalmente na América do Sul 

(HEYWOOD, 1993).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Espécie Sida tuberculata fotografada na área de coleta. 

Fonte: Autor (2012) 

 
Figura 1 1- Espécie Sida tuberculata na área de coleta 
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Assim, Sida é, sem dúvida, o gênero que possui as espécies mais polimórficas de toda 

a família e, por isso, torna-se difícil a sua delimitação taxonômica. Apesar do polimorfismo de 

suas espécies, apresentam algumas características importantes para sua identificação como 

folhas pubescentes, com tricomas estrelado em ambas as faces, e ainda, suas folhas são 

serrilhadas na porção distal e inteiras na porção proximal (BOVINI et al., 2001; RÓNDON, 

2009). 

 

2.2 GÊNERO SIDA – ASPECTOS FITOQUÍMICOS 

 

2.2.1 Alcalóides em Sida 

 

Trabalhos voltados à análise fitoquímica com espécies de Sida já relataram a presença 

de alguns compostos das principais classes de metabólitos secundários. Os alcalóides têm sido 

umas das classes mais representativas no gênero. Ghosal et al. (1975) e Gunatilaka et al. 

(1980) isolaram de S. cordifolia alguns alcalóides como efedrina, pseudoefedrina, vasicinona 

e vasicinol. Silveira et al. (2003a) encontraram vasicina nas folhas de S. cordifolia, a qual 

demonstrou possuir um efeito hipotensor por bradicardia. Das frações metanólicas de S. 

veronicaefolia, Lutterodt (1995) isolou o alcalóide sidaverina, o qual possui ação semelhante 

à oxitocina na contratilidade uterina de ratas. Outro alcalóide isolado no gênero foi a 

criptolepina de S.acuta, que por sua vez apresentou uma excelente atividade antimalárica 

(BANZOUZI et al., 2004). 

Também, Shutradhar et al. (2007) isolaram um novo alcalóide, 1,2,3,9-tetrahidro-

pirrolo [2,1-b] quinazolina-3-ilamina, de S. cordifolia o qual apresentou atividade analgésica e 

anti-inflamatória em animais.  Outros alcalóides obtidos para este gênero foram quindolinona, 

criptolepinona, 11-methoxiquindolina e N-trans-feruloiltiramina, isolados de S. acuta. (JANG 

et al., 2003), os quais revelaram atividade anti-neoplásica em células mamárias de 

camundongo. Em outro trabalho recente, sawainsonina um alcalóide presente em S. 

carpinifolia, tem sido isolado e investigado por se tratar um de um potente agente tóxico, 

causa de envenenamentos em ovelhas, cavalos e cervídeos entre outros (BEDIN et al., 2010). 

 

2.2.2 Flavonóides em Sida 

 

Os flavonóides são compostos formados a partir dos aminoácidos aromáticos 

fenilalanina e tirosina, e também a partir do malonato. Sua estrutura básica é constituída pelo 
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núcleo flavan, que consiste em 15 átomos de carbono arranjados em três anéis (C6-C3-C6), 

denominados A, B e C (PIETTA, 2000). Sua presença em espécies vegetais parece estar 

relacionada com funções de defesa (proteção contra raios ultravioleta, fungos, e bactérias), e 

seus pigmentos servem de atração a agentes polinizadores (ZUANAZZI & MONTANHA, 

2007). 

Estudos envolvendo flavonóides não são comuns para o gênero, uma vez que não são 

compostos predominantemente encontrados em espécies de Sida. Shutradhar et al. (2008) 

isolaram dois novos flavonóides dos extratos clorofórmicos de S. cordifolia, 5,7-dihidroxi-3-

isoprenil-flavona e 5-hidroxi-3-isoprenil-flavona, os quais demonstraram possuir efeitos 

analgésicos e anti-inflamatórios em ratos. Também, Silva et al. (2006) identificaram em S. 

galheirensis cinco compostos flavônicos, a saber, o 5,4’-dihidroxi-3,7,3´-trimetoxiflavona, 

5,7,4’-trihidroxiflavona, 5,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona, canferol-3-O-β-D-(6”-E-p-coumaroil) 

glicopiranosídeo e luteolina 7-O-β-D-glicopiranosídeo. Outro estudo realizado por Das et al. 

(2011) em extratos de S. glutinosa, levou ao isolamento de sete compostos já descritos na 

literatura e dois novos flavonóides glicosídicos e glutinosídeos. 

 

2.2.3 Ecdisteróides em Sida  

 

Ecdisteróides foram descobertos como hormônios reguladores do crescimento em 

insetos. Entretanto, eles existem em quase todas as outras classes de artrópodes e também em 

outros filos de invertebrados. Análogos dos ecdisteróides, os fitoecdisteróides são 

amplamente distribuídos como metabólitos secundários nas plantas (DINAN, 2001a).  

Pesquisas instrumentais mais aprofundadas com o gênero Sida concentram suas 

atenções nesta classe de metabólito. Jadhav et al. (2007) isolaram e identificaram sete 

substâncias em S. rhombifolia desta classe, incluindo três novos componentes (25–acetoxi-

hidroxiecdisona–3–O–β-glicopiranosídeo, pterosterona–3–O–β-glicopiranosideo, ecdisona-3-

O-β-glicopiranosideo). Também, Darwish e Reinecke (2003) isolaram das partes aéreas de S. 

spinosa quatorze ecdisteróides, sendo dois novos, derivados da ecdisona. Wang et al. (2008) 

realizaram um estudo de comprovação, isolamento e identificação dos ecdisteróides utilizando 

técnicas de Espectrometria de Massas com ionização de electro-spray e identificaram sete 

destes compostos nos extratos de S. rhombifolia. Já Dinan et al. (2001b) analisaram onze 

espécies de Sida, e encontraram quantidades significativas de ecdisteróides em três delas, S. 

acuta, S. filicaulis e S. rhombifolia.  
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2.3 GÊNERO SIDA: USO TRADICIONAL E ESTUDOS FARMACOLÓGICOS 

 

A literatura relata o uso das espécies do gênero Sida na medicina popular para uma 

variedade de enfermidades. Destaca-se que, em países africanos, determinadas espécies de 

Sida são utilizadas como antisséptico em ferimentos, e também para o tratamento de diarréia, 

úlcera, abscessos e furúnculos (ECHOU et al., 1996; NOUMI e YOMI, 2000). Também, na 

índia existem as mais variadas indicações dessas plantas devido a um sistema tradicional de 

medicina natural denominado Ayurveda. Segundo Thounaojam et al. (2009a), em várias 

partes do norte da Índia elas são ministradas para diabetes e obesidade. Também lá, as 

infusões das raízes são consumidas por possuírem efeitos diuréticos e afrodisíacos, e os ramos 

junto com as raízes são usados para febre, doenças do coração e inflamações (VENKATESH 

et al., 1999).  

Ainda, em trabalho específico com S. cordifolia, relatou-se o uso popular de raízes, 

folhas e sementes no tratamento da disenteria crônica e da asma, sendo o extrato aquoso da 

planta inteira consumido para tratar o reumatismo (YUSUF e KABIR, 1999). No Brasil a S. 

cordifolia, conhecida como malva-branca ou guanxuma-branca, é utilizada na medicina 

popular para tratamento de estomatites, bronquite asmática e congestão nasal. Os efeitos anti-

inflamatório e analgésico foram investigados para os extratos aquosos desta planta, 

mostrando-se bastante significativos, comprovando sua utilização popular (FRANZOTTI et 

al., 2000). Verifica-se também a utilização de S. acuta, para neutralizar o veneno da serpente 

Bothrops atrox, tendo esse efeito comprovado por investigação laboratorial (OTERO et al., 

2000). 

Rao e Mishra (1997) atribuíram à espécie S. rhombifolia atividades anti-inflamatórias 

e hepatoprotetoras em ratos albinos. Também, Venkatesh et al. (1999) relatam que S. 

rhomboidea Roxb. é uma erva muito comum em pântanos da Índia, cujas raízes e folhas são 

usadas como tônico, para cura de febres, doenças do coração e diversos tipos de inflamação. 

No mesmo trabalho citado acima, realizou-se um estudo farmacológico utilizando extratos 

desta planta, que por sua vez indicaram sua atividade antinociceptiva e anti-inflamatória. 

Outro estudo demonstrou a atividade antioxidante de S. galheirensis ULBR. (SILVA et al., 

2006). A mesma atividade antioxidante já foi verificada para S. rhombifolia por Dhalwal et al. 

(2007), que constataram um maior efeito antioxidante nas raízes desta planta. 

Outra característica já investigada para os extratos de S. rhombifolia trata-se da 

atividade antibacteriana. Os autores relatam que os extratos e frações possuem atividade 

bactericida a cepas de Staphylococos aureus e Pseudomonas aeruginosa (BUGRÉS E REZA, 
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2008). Entretanto, demais trabalhos relatam uma atividade antibacteriana baixa quando 

comparado com os padrões testados (ISLAM et al., 2003; ASSAM et al., 2010). 

De acordo com Thounaojam et al. (2009a; 2009b; 2010) S. rhombifolia apresenta 

capacidade de reduzir a absorção lipídica no intestino, alterando positivamente os valores de 

colesterol e triglicerídeos no plasma sanguíneo. Soma-se também uma atividade 

cardioprotetora dos extratos em ratos tratados por 30 dias consecutivos, diminuindo os efeitos 

de uma necrose no miocárdio destes animais.   

Assim, demonstrado o interesse amplo tanto pela composição química quanto pelas 

atividades biológicas, torna-se de interesse científico conhecer exemplares de Sida que ainda 

encontram-se raramente descritos na literatura.  

 

2.4 ATIVIDADE ANTIFÚNGICA 

 

Alguns dos fármacos usados no tratamento de processos infecciosos são denominados 

agentes antimicrobianos. Esse termo entrou em voga com a descoberta da penicilina por 

Fleming em 1929, o qual se tornaria o primeiro “antibiótico” produzido em escala industrial 

(PELISSARI, 2008). De acordo com Lima (2001) as substâncias antimicrobianas ou 

antibióticas representam talvez o maior avanço da farmacoterapia nas últimas cinco décadas 

ou mais, com progressos sem limites dentro da terapêutica medicamentosa. 

O referido grupo de medicamentos apresenta, de forma acentuada, efeitos sobre 

espécies microbianas patogênicas e oportunistas, responsáveis pelas mais variadas doenças 

com os mais variados quadros sintomáticos nos humanos. Estes medicamentos devem ser 

substâncias que, em pequenas concentrações, apresentem atividade letal ou inibitória contra 

determinadas ou amplas espécies microbianas, prevenindo o desenvolvimento de 

microrganismos resistentes, com mínimos efeitos indesejáveis ao hospedeiro, estabilidade 

química, dentre outros. 

As maneiras de atuação dos agentes antimicrobianos incluem ações como inibição da 

síntese do peptideoglicano da parede celular microbiana; lesão da membrana citoplasmática, 

interferindo nas funções desta; interferência na síntese de ácido nucléico e proteínas, quer seja 

na interferência da síntese e replicação de DNA ou na inibição da RNA-polimerase 

dependente de DNA; e inibição competitiva da síntese de metabólitos essenciais (PELCZAR 

et al., 1996; SILVA, 1998). 

Dentre os microrganismos com potencial patológico estão os fungos, os quais se 

diferenciam das células humanas pela presença de parede celular. Esta que serve como 
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proteção, evita a ruptura osmótica e confere forma à célula fúngica (ZACCHINO, 2003). Os 

principais fungos responsáveis pela instalação de uma infecção são os patógenos 

(Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton, Paracoccidioides, Histoplasma) ou fungos 

patógenos oportunistas (Candida albicans, Candida krusei, Cryptococcus neoformans) 

(FENNER et al., 2006).  

Conforme alguns estudos já apontavam, o crescente número das infecções fúngicas 

sistêmicas por fungos até então considerados inócuos, está se tornando um agravo da saúde 

humana (RANG e DALE, 1993) Nesse sentido, dependendo das condições, alguns fungos 

presentes no ambiente ou na microbiota humana podem desenvolver quadros clínicos, que vão 

desde uma simples febre até infecções agudas graves (LACAZ et al., 2002). 

O tratamento das micoses humanas não é sempre efetivo, pois os fármacos 

antifúngicos disponíveis produzem recorrência ou causam resistência, além de apresentarem 

importante toxicidade. Por esta razão, há uma busca contínua de novos fármacos antifúngicos 

mais potentes, mas, sobretudo, mais seguros que os existentes. Além das infecções em 

humanos, os animais também podem ser atacados esporadicamente por fungos muito difíceis 

de serem combatidos (ZACCHINO, 2003). 

Neste contexto, embora a maioria dos antifúngicos existentes no mercado seja de 

origem sintética, o estudo de produtos naturais voltou a receber a atenção dos pesquisadores 

(YUNES E FILHO, 2001). Entre as principais ferramentas na busca de novos modelos 

moleculares estão a informação de como as plantas são utilizadas por diferentes grupos 

étnicos e o estudo farmacológico das preparações utilizadas, abordadas, respectivamente no 

âmbito da etnobotânica e da etnofarmacologia (RATES, 2001). 

 

2.4.1 Candida krusei 

 

O gênero Candida é atualmente classificado como pertencente à família 

Cryptococcaceae, sendo constituído por leveduras que têm reprodução assexuada por 

blastoconídios, pseudohifas e hifas verdadeiras. Também, algumas espécies já possuem a 

forma sexuada ou teleomorfa, como no caso de Candida krusei (CLEFF, 2008) Mais de 

duzentas (200) espécies de Candida tem sido descritas, algumas dessas espécies fazem parte 

de nossa flora microbiana e apenas 10% são conhecidas como responsáveis por infecções em 

humanos. 

Em contraste com a maioria das outras espécies de Candida, as quais têm um formato 

ovóide, as células de C. krusei são geralmente alongadas e tem a aparência de um “grão de 
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arroz” (SAMARANAYAKE e SAMARANAYAKE, 1994) Figura 2. Esta levedura 

geralmente é encontrada em duas formas morfológicas básicas, como leveduras e pseudohifas. 

Essa última ajuda na invasão das defesas imunes do hospedeiro, sendo assim um fator de 

virulência. C. krusei tem sido isolada de uma variedade de habitats, tais como frutas, comidas 

(inclui alimentos de lacticínios e derivados de carnes), solo, vinhos e cervejas. Por isso, está 

amplamente distribuído na natureza.  

Geralmente, C. krusei é considerada um transiente comensal em humanos, e tem sido 

isolada das superfícies mucosas de vários grupos imunodepremidos e em indivíduos 

saudáveis. Na sua revisão exaustiva da literatura sobre o transporte por via oral de Candida 

spp. Odds (1988) concluiu que C. krusei é a quinta espécie mais dominante em mucosas, 

juntamente com C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis que a precedem 

(SAMARANAYAKE et al., 1987) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Isolados de Candida krusei. A) C. krusei fotomicrografia de uma colônia. B) fase de pseudohifa. 
Fonte:Samaranayake & Samaranayake (1994) 

 

Todavia, quando há um desequilíbrio no balanço normal da microbiota ou o sistema 

imune do hospedeiro encontra-se comprometido, as espécies do gênero Candida tendem a 

manifestações agressivas, tornando-se patogênicas. Quanto à origem, pode ser endógena, 

 
Figura 2 1- Isolados de Candida krusei. A) C. krusei, fotomicrografia 

de uma colônia. B) Fase de pseudahifa. 

 
Figura 2 - Isolados de Candida krusei 1 
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quando oriunda da microbiota; ou exógena, como doenças sexualmente transmissíveis 

(NAGLIK, et al., 2003; CHAVES et al., 2003) 

C. krusei tem sido reconhecido como um patógeno resistente a um amplo repertório de 

antifúngicos, principalmente devido a sua resistência intrínseca ao fluconazol, combinada 

com a baixa sensibilidade para anfotericina B e 5-fluorocitosina (BARBEDO E SGARBI, 

2010). Assim, infecções por C. krusei tipicamente surgem em doentes nos quais o tratamento 

profiláctico foi realizado com agentes antifúngicos derivados dos triazólicos. Os mesmos 

autores afirmam que o fenótipo de resistência a múltiplas drogas exibido por C. krusei é um 

problema para o tratamento de doentes em geral, especialmente os grupos 

imunocomprometidos (neutropenia, hanseníase, leucemia, HIV positivo, entre outros) e 

aqueles acometidos por fungemias. 

Por fim, cabe destacar que C. krusei apresenta uma plasticidade com relação a 

desenvolver resistência a drogas antifúngicas e é considerada uma espécie importante a ser 

monitorada com relação à resistência antifúngica.  

 

2.4.2 Formação de biofilme por Candida sp 

 

De acordo com Heyder e Silva (2004), dentre os principais fatores que podem 

ocasionar o desenvolvimento de infecções fúngicas, inclusive candidíase, está o uso de 

cateteres intravenosos e outras condições que comprometam o sistema imunológico. Isso 

ocorre pelo fato de que comunidades de microorganismos (bactérias gram positivas e gram 

negativas, e fungos) possuem a capacidade de gerar estruturas conhecidas como “biofilmes”.  

Segundo Pinheiro (2006), os biofilmes microbianos se desenvolvem na superfície de 

diferentes artigos médicos-hospitalares, tais como, lentes de contato, cateteres vasculares, 

agulhas, conexões, tubos endotraqueais, cateteres vesicais, cateteres de diálise peritoneal e em 

diferentes próteses. Tratam-se de estruturas onde as células de microorganismos atacam a 

superfície externa ou interna de dispositivos hospitalares, tornando-se embebidas em uma 

matriz extracelular de uma substância polimérica produzida pelos próprios indivíduos da 

colônia (ANDES et al., 2004). Assim, C. krusei possui essa capacidade de aderir à superfície 

destes dispositivos ou prótese, levando à formação de biofilmes que podem facilitar ainda 

mais a adesão e a infecção (PARAHITIYAWA et al., 2006). 

Quase invariavelmente um dispositivo implantado, tal como um cateter intravascular 

ou urinário, ou ainda um tubo endotraqueal, está associado com infecções de Candida spp., 
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geralmente pode ser detectado um biofilme na superfície desse dispositivo (CRUMP & 

COLLIGNON, 2000; MAKI & TAMBYAH, 2001) 

Conforme Douglas (2003), o dispositivo cirurgicamente implantado e mais 

comumente infectado é o cateter venoso central, o qual é usado para administrar fluídos e 

nutrientes, bem como drogas citotóxicas.  O fluido de perfusão em si, ou o tubo do cateter, 

pode ser contaminado, porém, mais frequentemente, os organismos são introduzidos a partir 

da pele do paciente ou das mãos de enfermeiros e técnicos. Algumas vezes a ponta distal do 

cateter está contaminada no momento da inserção, e em alternativa, os organismos podem 

migrar pela ferida ocasionada pelo cateter (SHERERTZ et al., 2000;  GOLDMANN & PIER, 

1993). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Determinar aspectos da composição química de extratos hidroetanólicos e aquosos 

obtidos de Sida tuberculata, bem como avaliar seu potencial antifúngico in vitro. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Caracterizar o material vegetal quanto aos parâmetros perda por secagem e perda por 

dessecação; 

 

 Caracterizar o extrato vegetal quanto à composição fenólica: teor de flavonóides totais 

e teor de fenólicos totais; 

 

 Determinar a melhor condição extrativa utilizando as técnicas de maceração, 

percolação e refluxo; 

 

 Estudar a composição química dos extratos através de cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE-UV). 

 

 Identificar os componentes majoritários presentes nos extratos através de análise por 

LC-ESI-MS 

 

 Investigar o potencial antifúngico dos extratos de S. tuberculata frente a linhagens 

patógenas e determinar a Concentração Inibitória Mínima (CIM) e a Concentração 

Fungicida Mínima (CFM); 

 

 Verificar o potencial dos extratos em remover biofilme fúngico formado em cateter 

venoso central. 
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CAPÍTULO I 

 

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZAÇÃO DOS EXTRATOS VEGETAIS 
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1 DESENVOLVIMENTO DOS EXTRATOS VEGETAIS  

 

1.1 EQUIPAMENTOS E ACESSÓRIOS 

 

Balança analítica modelo AY220 (Shimadzu); Banho de aquecimento (Nova Ética
®
); 

Bomba de vácuo (Exipump
®
); Coluna cromatográfica Hypersil RP-C18 Thermo-Scientific

®
 

(250 mm x 4,6 mm x 5 μm); Cromatógrafo a líquido Prominence (Shimadzu), equipado com 

bomba LC-20AT, auto-injetor SIL-20A, detector PDA SPD-20AT, forno de coluna CTO-20A 

e software LC Solution V. 1.24 SP1; Espectrofotômetro UV-VIS modelo Lambda 35 (Perkin 

Elmer); Estufa de ar circulante (Nova ética
®
); Lavadora Ultra-Sônica (Unique

®
); pHmetro 

modelo PG1800 (Gehaka); Membrana filtrante de nylon, 25 mm x 0,45 μm (Sartorius
®
); 

Sistema Milli-Q para obtenção de água purificada (Millipore
®

); Unidade filtrante de nylon, 13 

mm x 0,45 μm (Millipore
®
). 

 

1.2 TRATAMENTO E CARACTERIZAÇÃO DO MATERIAL VEGETAL 

 

1.2.1 Coleta e identificação botânica 

 

O material vegetal foi coletado entre os meses de agosto e outubro de 2011, em área 

de entorno da Universidade Federal do Pampa, Campus Uruguaiana. Um exemplar foi 

enviado ao Departamento de Botânica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul 

(UFRGS), sendo identificado pelo Botânico Martin Grings e depositado no herbário da 

mesma instituição sob o número ICN 167493. 

 

1.2.2 Manuseio e secagem 

 

O material vegetal coletado foi submetido a uma seleção das partes aéreas e 

subterrâneas (folhas e raízes). Após, foi estabilizado através de secagem em estufa a 40ºC 

durante quatro dias. As partes foram então pesadas, separadamente, antes e após a secagem, 

para determinação do rendimento de massa fresca e seca. 
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1.2.3 Determinação da perda por dessecação 

 

O teor de umidade foi determinado por método gravimétrico conforme descrito na 

Farmacopéia Brasileira (2010). Em balança analítica pesou-se 1,0g do material vegetal (folhas 

e raízes) em pesa-filtro, previamente dessecado. Estes ficaram em estufa a 105 ºC por 3h e, 

após resfriamento em dessecador, foram pesados, repetindo-se a operação até peso constante. 

O teor de umidade foi obtido em triplicata. 

 

1.3 PREPARO E CARATERIZAÇÃO DOS EXTRATOS VEGETAIS 

 

Os extratos vegetais de S. tuberculata foram desenvolvidos com base em 

monitoramento da composição em termos de teor de polifenóis e flavonóides totais. Dessa 

forma, foram testadas as técnicas de maceração, percolação e refluxo. Para os referidos 

métodos, foram testadas as concentrações de solvente hidroetanólico a seguir descritas, 

mantida sempre a relação droga:solvente de 1:10. Como segue: 

 

 Folhas – solução hidroetanólica 20, 40 e 70% 

 Raízes – solução hidroetanólica 50, 70 e 90% 

 

Para os extratos em teste, foram determinados os parâmetros de resíduo seco, teor de 

polifenóis totais e teor de flavonóides totais de acordo com técnicas a seguir descritas. Além 

destes ensaios, os extratos foram analisados por CLAE-UV, em testes de sistemas eluentes 

diversos, conforme descritos mais adiante. 

 

1.3.1 Extração por maceração 

 

O material vegetal (folhas e raízes secas e moídas) em quantidade de 

aproximadamente 50g, foram acondicionados em fracos de vidro âmbar com 500 mL de 

solução hidroetanólica (diferentes proporções de etanol, conforme descrito em 1.3) por 5 dias 

ao abrigo de luz. Após o período específico, o material foi filtrado e armazenado em freezer 

para análises posteriores. 
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1.3.2 Extração por percolação 

 

O material vegetal (10g) foi depositado em coluna de vidro dotada com torneira para 

controle de vazão. O solvente extrator foi adicionado à coluna, em quantidade necessária para 

cobrir o material vegetal ali disposto. Após 1 h em contato, o solvente foi recolhido, com 

adição contínua de novas quantidades até que se esgotasse o volume total de 100 mL. Ao se 

adicionar novas quantidades de solvente, deixava-se novamente em contato por 1 h. 

 

1.3.3 Extração por refluxo 

 

Para o refluxo, utilizou-se sistema apropriado composto por manta de aquecimento e 

sistema de refluxo. O material vegetal (20g) foi adicionado ao balão, junto ao solvente 

extrator (200 mL). Iniciada a extração, a 70°C, o sistema se manteve em funcionamento pelo 

tempo de 20 min. Após, o material foi filtrado e armazenado em freezer. 

 

1.3.4 Determinação de resíduo seco 

 

A determinação de resíduo seco efetuado conforme preconizado pela Farmacopéia 

Brasileira (2010). Foram transferidos 2,0 mL de cada extrato para vidros de relógio, 

previamente tarados e dessecados, os quais foram levados ao banho de aquecimento até 

evaporação do solvente. Os vidros contendo os resíduos secos foram então levados à estufa a 

100 ± 5 ºC e, depois, resfriados em dessecador. A secagem e resfriamento foram repetidos até 

peso constante. Os resultados foram expressos utilizando-se a média de três determinações. 

 

1.3.5 Teor de Fenólicos totais 

 

A determinação de fenólicos totais foi efetuada de acordo com técnica descrita por 

Nurmi et al.(1996). Uma alíquota de 50 μL do extrato foi transferida para tubo de ensaio, no 

qual foram adicionados 250 μL de reagente de Folin-Ciocalteau e 3 mL de água, seguido de 

homogeneização. Adicionou-se 1 mL da solução de carbonato de sódio a 15%. Após 30 

segundos, completou-se o volume com água q.s.p 5mL. Paralelamente, foi preparada uma 

solução comparativa (branco) substituindo-se a adição da amostra por etanol. Após 30 

minutos, realizou-se a medida de sua absorvância a 750 nm. 
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Para a curva padrão de ácido gálico, foram feitas diluições a partir de solução padrão a 

1,0 mg/mL, resultando em concentrações de 0,05; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 mg/mL. Destas, 

alíquotas de 50 uL foram submetidas ao protocolo descrito acima.  

Os resultados foram expressos em mg de equivalentes de ácido gálico (EAG)/mL de 

extrato, em média de três determinações. 

 

1.3.6 Teor de flavonóides totais  

 

A concentração de flavonóides totais foi determinada por meio do método 

colorimétrico descrito por Chang et al. (2002). Para esta determinação, em balão volumétrico 

de 25 mL foram colocados 500 µL da amostra e adicionados 500 µL do reagente cloreto de 

alumínio 0,5% , completando-se a seguir o volume do balão com o solvente correspondente 

(etanol). Posteriormente, as amostras foram deixadas em repouso por 30 minutos em 

temperatura ambiente e logo após leitura em espectrofotômetro UV-VIS em comprimento de 

onda de 420 nm. A concentração de flavonóides totais foi determinada de acordo com a 

equação que segue: 

 

Teor de flavonóides = 

 

 

Onde: Teor de flavonóides expressos em mg/g de droga vegetal seca; C = 

concentração em rutina na solução amostra (mg/mL), calculada em comparação com solução 

padrão de rutina de 25 μg/ml; FD = fator de diluição (25);  m = massa da droga vegetal (g); 

ppd = perda por dessecação da droga vegetal (%). 

 

1.3.7 Determinação cromatográfica por CLAE-UV 

 

A partir dos extratos desenvolvidos, partiu-se para definição das condições 

cromatográficas a serem utilizadas nas análises por CLAE-UV. Foram testados diferentes 

sistemas de eluição a fim de determinar o método mais eficiente na separação dos compostos. 

A seguir, na Tabela 1, encontram-se as principais condições testadas. 

 

 

 

    C (mg/mL) x FD 

 

  m - (ppd x m / 100) 
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Tabela 1- Principais condições testadas para análise dos extratos de S. tuberculata por 

CLAE-UV. 

Modo de 

eluição 
Fase móvel 

Fluxo 

mL/min. 

Detecção 

(nm) 
Referência 

Isocrático 
Metanol e Ác. Fosfórico 

(0,16M) (53:47, v:v) 
0,6 340 De Souza et al. (2002) 

Gradiente 
Acetonitrila e Ac. Acético 

1% 
1 340 Costa et al. (2011) 

Gradiente 
H2O, Metanol e Ac. 

Fórmico 
1 340 Chandra e Mejia (2004) 

Gradiente 
Acetonitrila e Ác. Fosfórico 

0,05% 
0,8 340 Pinheiro et al (2006) 

 

1.4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Tendo em vista a ausência de estudos farmacognósticos e biológicos para a espécie S. 

tuberculata, buscou-se através deste trabalho fornecer dados sobre a fonte e a qualidade da 

matéria-prima utilizada, uma vez que esta tem um papel central na obtenção de produtos com 

constância de composição e propriedades terapêuticas reprodutíveis (CALIXTO, 2000). 

Para isso, foram realizados vários ensaios com o objetivo de estabelecer parâmetros de 

qualidade do material botânico. As análises físico-químicas envolveram a perda por secagem 

(utilizando-se do material fresco), a determinação da perda por dessecação, determinação do 

teor de polifenóis e flavonóides totais e a determinação cromatográfica (CLAE/UV). 

 

1.4.1 Perda por secagem e dessecação 

 

Os ensaios aplicados ao estudo do material vegetal mostraram-se exequíveis na 

prática, permitindo a caracterização inicial da planta em estudo. Para a perda por secagem, os 

resultados apresentaram valores de 57,09% para folhas e 38,84% para raízes. A escolha da 

secagem em estufa foi determinada a partir do conhecimento que a secagem em temperatura 

ambiente não permite o controle de parâmetros como umidade ambiente e a contaminação 

microbiológica que pode ocorrer em função desta. Entretanto, um estudo conduzido por 

Pelissari (2008) não encontrou diferenças significativas no teor de umidade perdido em 

secagens em estufa e ao ar ambiente, embora esta última tenha levado mais tempo para 

estabilizar o material. 

A determinação da perda por dessecação das folhas e raízes moídas de S. tuberculata 

apresentou valores de 7,035 ± 0,74% para folhas: e 8,63 ± 0,09% para raiz após a 
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estabilização do processo. Foi observado que os teores de umidade encontrados para todas as 

amostras são inferiores ao limite máximo de 14% estabelecido pela Farmacopéia Brasileira 

(2010). Por outro lado, em relação ao limite mínimo, pôde-se observar que as amostras de 

folhas analisadas apresentaram valores abaixo de 8%. 

 

1.4.2 Resíduo seco 

 

O teor de resíduo seco foi calculado como descrito no item 1.3.4 e os resultados 

obtidos estão dispostos na Tabela 2.  

Constatou-se que o maior rendimento de extrato em massa se deu pela extração em 

percolação. Para os extratos obtidos de folhas, o solvente que propiciou um maior rendimento 

em resíduo seco foi a solução hidroetanólica a 40%. No caso de raízes, solução hidroetanólica 

a 50% apresentou maior eficiência de extração para o parâmetro em estudo.  

 

 

Tabela 2 - Resultados de determinação de resíduo seco para as extrações hidroetanólicas em 

diferentes proporções. 

  Resíduo seco expresso em % (CV%)* 

 Solvente extrator Maceração Percolação Refluxo 

 Etanol 20% 1,42 (1,51%) 1,84 (0,49%) 1,92 (2,05%) 

Folhas Etanol 40% 1,44 (4,48%) 2,88 (0,32%) 2,17 (1,08%) 

 Etanol 70% 1,20 (2,92%) 1,75 (14,73%) 1,79 (2,41%) 

 Etanol 50% 1,21 (1,42%) 2,00 (1,59%) 1,24 (4,91%) 

Raízes Etanol 70% 1,34 (0,05%) 1,93 (14,32%) 1,26 (2,17%) 

 Etanol 90% 1,03 (0,11%) 0,91 (3,05%) 1,26 (9,93%) 

*Coeficiente de variação. Cada valor é média de três análises 

 

O teor de resíduo seco é um parâmetro farmacognóstico que indica o rendimento da 

extração em massa através da relação droga vegetal x resíduo seco (m/m) (SANCHES, 2004). 

Observando-se os resultados obtidos para este parâmetro, uma primeira definição 

encaminhou o uso dos solventes em proporção a 40% para extração em folhas e a 70% para 
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extração em raízes. Experimentos adicionais em determinação de fenólicos e flavonóides 

totais complementaram a avaliação preliminar de definição do solvente extrator.  

 

1.4.3 Teor de fenólicos totais 

 

Para a determinação do teor de fenólicos totais na droga vegetal foi construída uma 

curva analítica, a partir da solução aquosa/etanólica de ácido gálico a 1,0 mg/mL, em 

concentrações variando de 0,05 a 0,8 mg/mL, com a qual se obteve a equação da reta y = 

0,1187 x + 0,0111 e coeficiente de correlação r
2
 = 0,9984 (Figura 1). 

Comparando-se as técnicas extrativas utilizadas, os resultados obtidos (Tabela 3) 

permitiram uma análise de performance indicativa de eficiência de extração. Os extratos 

obtidos por maceração apresentaram resultados de teor de fenólicos totais com máximos de 

0,438 e 0,296 mg EAG/mL de extrato, para folhas e raízes respectivamente.  

Para os extratos obtidos por percolação, foram observados máximos em teor de 

polifenóis totais de 2,131 mg EAG/mL (folhas) e 0,487 mg EAG/mL (raízes). Para a extração 

por refluxo, os máximos foram 3,127 mg EAG/mL (folhas) e 0,422 mg EAG/mL (raízes). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Curva analítica para determinação de ácido gálico por método espectrofotométrico, em comprimento 

de onda de 750 nm. 
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Tabela 3 - Teor de fenólicos totais de S. tuberculata em diferentes métodos extrativos com 

diferentes proporções de etanol. 

 
 

Teor de fenólicos totais* expressos em 

mg EAG/ml extrato (CV%)* 

 
Solvente extrator Maceração Percolação Refluxo 

 
Etanol 20% 0,438 (3,14%) 0,152 (4,33%) 0,620 (3,57%) 

Folhas 
Etanol 40% 0,359 (3,42%) 2,131 (3,04%) 3,127 (1,68%) 

 
Etanol 70% 0,399 (0,90%) 0,778 (3,31%) 1,083 (4,59%) 

 
Etanol 50% 0,258 (4,87%) 0,442 (2,46%) 0,415 (2,59%) 

Raízes 
Etanol 70% 0,296 (1,01%) 0,487 (2,03%) 0,422 (4,40%) 

 
Etanol 90% 0,198 (1,51%) 0,196 (3,36%) 0,292 (1,64%) 

*Coeficiente de variação. Os dados quantitativos se basearam em comparativo com dados de absorvância de 

padrão de ácido gálico, em medidas no mesmo dia de análise. 

 

De acordo com os resultados observados, as técnicas mais eficientes na extração de 

compostos fenólicos nas condições aplicadas neste trabalho foram percolação e refluxo. 

Optou-se nesse trabalho utilizar como extração padrão a técnica de percolação. Embora, o 

método de refluxo tenha extraído uma concentração maior de compostos fenólicos nas folhas, 

a escolha da percolação se deu levando em consideração a característica termolábel dessas 

substâncias (TOSS, 2010).  

 

1.4.4 Teor de flavonóides totais  

 

Na determinação dos flavonóides totais foi empregada a metodologia de Chang et al. 

(2002) que utiliza o cloreto de alumínio (AlCl3) para avaliar a presença de grupamentos 

químicos de flavonóides. O AlCl3 é um composto utilizado como um reagente de 

deslocamento em espectrometria no UV-visível para a determinação estrutural dos compostos 

flavonoídicos. A leitura é realizada em espectrofotômetro a 420 nm. A formação do complexo 

flavonóide-Al absorve mais intensamente e em comprimento de onda maior do que o 

flavonóide sem a presença do agente complexante, tecnicamente determinados de efeitos 

hipercrômico e batocrômico (LIANDA, 2009). 
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Para esta determinação analítica, utilizou-se solução padrão de rutina como referência 

de comparação, de modo que os resultados foram expressos em equivalentes de rutina (ER). 

Os resultados para este parâmetro estão descritos na Tabela 4. 

 
Tabela 4 - Teor de flavonóides totais em extratos de S. tuberculata obtidos a partir de 

diferentes técnicas extrativas e solventes extratores. 

  Teor de flavonóides totais expressos em 

ER* mg/g de droga vegetal seca 

 
Solvente extrator Maceração Percolação Refluxo 

 
Etanol 20% 0,810  0,735  1,010  

Folhas 
Etanol 40% 0,765 2,025  2,405 

 
Etanol 70% 1,745 1,955 2,630  

 
Etanol 50% 1,215 3,030 1,815 

Raízes 
Etanol 70% 0,430  1,900 1,435 

 
Etanol 90% 0,680 0,073  0,260 

*ER = Equivalentes de rutina. Os dados quantitativos se basearam em comparativo com dados de absorvância de 

padrão de rutina (25μg/ml), em medidas no mesmo dia de análise. 
 

Os dados analíticos demonstram uma maior concentração de flavonóides nas folhas 

em relação às raízes. Isto pode estar relacionado a vários fatores ambientais que influenciam a 

produção de flavonóides nas plantas, como, por exemplo, temperatura, nutrição, injúria, 

metabolismo do açúcar e do nitrogênio e qualidade de radiação (GOBBO-NETO & LOPES, 

2007). A radiação solar é um dos fatores que, normalmente, está relacionada à variação 

quantitativa. Alguns trabalhos demonstraram que há um aumento quantitativo de flavonóides 

em órgãos expostos à luz, em comparação com aqueles que estão à sombra (OLIVEIRA, 

2011). 

Os resultados também demonstraram que o método extrativo mais eficiente para este 

parâmetro foi o refluxo, porém, pela característica termolábel destes constituintes descrita 

anteriormente, optou-se pela percolação, por se tratar de um método de extração a frio que 

permite resultados semelhantes ao refluxo. O emprego do calor na técnica de refluxo, com 

temperaturas que chegam a 80 ºC, podem alterar a composição primária destas estruturas.  
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1.4.5 Determinação cromatográfica por CLAE-UV 

 

Os resultados discutidos a seguir são apresentados para proporcionar uma visão geral 

das metodologias empregadas na busca da melhor condição cromatográfica. Assim, buscou-se 

uma separação e detecção eficientes dos componentes majoritários presentes nos extratos de 

S. tuberculata. Estes dados foram fundamentais na escolha do método a ser utilizado no 

decorrer do trabalho. 

Primeiramente, a metodologia de determinação de compostos fenólicos descrita por 

De Souza et al. (2002) foi testada (Metanol e Ác. Fosfórico., ver Tabela 1). A Figura 2 ilustra 

os resultados obtidos. 

 

 

Figura 2 – Cromatogramas obtidos por CLAE na determinação de extratos de S. Tuberculata pelo método de De 

Souza et al. (2002); com detecção em 340 nm. A: análise de extratos de folhas obtidos por percolação. B: análise 

de extratos de raízes obtidos por percolação. C: análise de padrões de isoquercetina e quercetina, a 10 μg/ml 
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Como se pode observar, o método empregado não apresentou uma boa separação para 

os extratos das folhas, embora tenham sido detectados dois componentes majoritários na raiz, 

em tempos de aproximadamente 16,0 e 24,0 minutos. Também, os padrões testados não 

coincidiram com os tempos detectados, não permitindo a certeza destes componentes.  

A próxima condição cromatográfica utilizada foi a proposta de Costa et al. (2011) a 

figura 3 ilustra o resultado obtido a partir desta condição de análise.  

O resultado verificado da análise pelo método em destaque demonstrou a presença de 

dois componentes majoritários nas folhas nos tempos aproximados de 31,0 e 36,0 min (Tr – 

figura 3). Também, permitiu a suposição de pelo menos um componente em comum nas 

folhas e raízes. Entretanto, o padrão testado não foi encontrado em nenhum dos extratos. 

 

Figura 3 - Cromatogramas obtidos por CLAE na determinação de extratos de S. tuberculata pelo método de 

Costa et al. (2011); com detecção em 340 nm;com detecção em 340 nm. A: análise de extratos de folhas obtidos 

por percolação; B: análise de extratos de raízes obtidos por percolação; C: análise de padrão de isoquercetina a 

10 μg/ml. 

 

Tr = ±31 

Tr = ±36 

Tr = ±31 
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Na sequência, testou-se a testou-se o sistema cromatográfico proposto por Chandra e 

Mejia (2004), aplicado à determinação de compostos fenólicos. Os resultados que se referem 

a este método estão apresentados na Figura 4 

 

Figura 4 – Cromatogramas obtidos por CLAE na determinação de extratos de S. tuberculata pelo Método De 

Chandra e Mejia. (2004); Com Detecção Em 340 nm. A: Análise de extratos de folhas obtidos por percolação; B: 

Análise de extratos de raízes obtidos por percolação; C: Análise de padrão de Canferol a 10μg/ml. 
 

Os resultados para o método de Chandra e Mejia (2004) permitiram uma boa 

separação dos compostos. A presença de duas substâncias majoritárias no extrato obtido de 

folhas foi novamente observada, como no método anterior. Também, os extratos obtidos das 

raízes apresentaram dois componentes principais, nos tempos aproximados de 39,0 e 49,0 

minutos O padrão testado foi o canferol, o qual teve seu tempo de retenção muito próximo a 

um dos principais componentes da folha no tempo de aproximadamente 31,0 minutos. Porém, 

as análises dos espectros de absorção no ultravioleta não revelaram semelhanças de absorção. 

Tr = ±31 

Tr = ±36 

Tr = ±39 

Tr = ±31 

Tr = ±49 
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Baseados em trabalhos desenvolvidos pelo grupo, com o objetivo de identificar 

flavonóides em outra espécie vegetal, nos quais foram obtidos resultados satisfatórios, optou-

se pela condição empregada por Pinheiro et al. (2006). As corridas cromatográficas para esse 

método estão ilustradas na Figura 5. 

 

Figura 5 – Cromatogramas obtidos por CLAE na determinação de extratos de S. tuberculata pelo método de 

Pinheiro et al. (2006); com detecção em 340 nm. A: análise de extratos de folhas obtidos por percolação; B: 

análise de extratos de raízes obtidos por percolação; C: análise de padrões de isoquercetina, quercetina e canferol 

a 10 μg/ml. 

 

Como se pode observar, as análises com a condição acima descrita permitiram uma 

melhor separação dos compostos presentes em ambos os extratos hidroetanólicos de S. 

tuberculata. Ao todo, podem-se detectar, pelo menos, seis componentes majoritários entre os 

dois extratos (folhas e raízes). Porém, novamente os padrões testados não foram encontrados 

em nenhuma das amostras. 

Tr = ±17 
Tr = ±19 

Tr = ±22 

Tr = ±26 

Isoquercetina 

Tr = ±16 

Quercetina 

Tr = ±18 
Canferol 

Tr = ±27 
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Entretanto, baseado na resolução e intensidade dos picos, a metodologia descrita por 

Pinheiro et al. (2006) foi escolhida como mais eficiente e utilizada até a finalização das 

análises fitoquímicas deste estudo.  

Embora o foco inicial do presente trabalho tenha sido a identificação dos flavonóides e 

seus derivados, a literatura relata que dentre as principais classes de metabólitos presentes no 

gênero Sida encontram-se as substâncias conhecidas como ecdisteróides (DINAN et al., 2001; 

DARWISH e REINECKE, 2003; JADHAV et al., 2007; WANG et al., 2008). Somado a isso, 

a inexistência de estudos com S. tuberculata tornou dificultosa a tarefa de identificação de 

compostos flavônicos em análises somente por CLAE. Partindo dessa premissa, buscou-se 

ampliar a investigação analítica com auxílio da espectrometria de massas. Esta abordagem 

está destacada no capítulo posterior.  Cabe destacar, que juntamente com esses dados de 

espectrometria de massas e os existentes na literatura científica ampliou-se as possibilidades 

de identificação de alguns dos principais constituintes encontrados nas folhas e raízes das 

amostras.  

Em proposta adicional ao estudo, também com foco na determinação analítica por 

CLAE, foram investigadas as amostras de extrato aquoso das folhas e raízes de S. tuberculata.  

 

 

Figura 6 – Cromatogramas obtidos por CLAE na determinação de extratos de S. tuberculata pelo método de 

Pinheiro et al. (2006); com detecção em 340 nm. A: extratos de folhas obtidos por infusão; B: extratos de raízes 

obtidos por infusão. 

B 

A 
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As extrações foram feitas por infusão, com relação droga solvente de 1:10. Na figura 6 

encontra-se o perfil de separação dos extratos aquosos de S. tuberculata baseado na 

metodologia de Pinheiro et al. (2006). 

De acordo com os resultados obtidos, pode-se perceber que o método não foi eficiente 

para a separação dos componentes presentes no extrato aquoso das folhas, o que foi observado 

em todas as condições testadas (dados não mostrados). Porém, o perfil cromatográfico do 

extrato aquoso obtido das raízes demonstrou uma boa resolução, com detecção de pelo menos 

dois dos mesmos componentes do extrato hidroetanólico.  
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2 CONCLUSÕES 

 

 A secagem em estufa a 40ºC mostrou-se eficiente na estabilização do material vegetal 

em 96 h; 

 

 As extrações por percolação e refluxo, nas condições utilizadas neste estudo, 

mostraram-se mais eficazes que a extração por maceração nos parâmetros de resíduo 

seco, fenólicos totais e flavonóides totais;  

 

 As análises de resíduo seco demonstraram que a extração por percolação possui um 

rendimento em massa de vegetal superior as extrações por maceração e refluxo; 

 

  As extrações por percolação e refluxo, juntamente com os solventes extratores em 

solução hidroetanólica a 40 e a 70%, são mais eficazes na obtenção de compostos 

fenólicos quando comparadas com a extração por maceração; 

 

 Extrações por percolação e refluxo podem ser empregadas na rotina laboratorial como 

alternativa à extração por maceração;  

 

 A presença de compostos fenólicos é maior nas folhas de S. tuberculata em relação às 

raízes da mesma espécie; 

 

 O sistema cromatográfico proposto para determinação por CLAE, com fase móvel 

composta por acetonitrila e ácido fosfórico a 0,05% em sistema gradiente, foi eficiente 

na separação dos componentes de S. tuberculata, sendo selecionado para a 

continuidade de determinação da composição química dos extratos. 
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ABSTRACT 

Introduction -Sida tuberculata R.E. Fries is popularly known as “guanxuma”. It is found in a 

characteristic region on South America (Pampa biome), where it is used by local population 

as antimicrobial and hypoglycemiant. The chemical composition and its pharmacology 

potential were not explored yet studies are needed to better know this specie. 

Objective - To study the extractive solutions performing the analysis by LC-UV-MS and 

testing the antifungal and antibiofilmactivity in vitro. 

Material and Methods - Hydroethanolic and aqueous extracts were prepared from leaves and 

roots. Total phenolic and flavonoids compounds were estimated by spectrophotometric 

methods. LC-UV-MS was performed using reversed-phase technique and mobile phase was 

composed by 0.05% phosphoric acid and acetonitrile. Ion mass and key fragments obtained in 

ESI
+
 were worked and constituents were identified. The antifungal activity in vitro was 

conducted by using the broth microdilution method. MIC and MFC were established against 

Candida krusei clinical isolate.The antibiofilm activity was evaluated by determination of 

biofilm removal efficiency in artificially contaminated central venous catheter coupons. 

Results - Five compounds were tentatively identified, comprising ecdysteroids, flavonoids 

and alkaloids: 20-Hydroxyecdysone-3-O-β-D-glycopyranoside (1), 20-Hydroxyecdsone (2), 

20-Hydroxyecdysone-dideoxihexose (3), kaempferol-3-O-β-D-(6”-E-p-coumaroyl)-

glucopyranoside (4) and N-Feruloyltyramine (5). The aqueous extracts (infusion) presented 

antifungal activity against the opportunistic species tested (C. krusei), with MIC range of 3.9 

– 62.5 µg/ml and 1.95 – 31.25 µg/ml to leaves and roots, respectively. The leaves extract was 

able to completely remove the C. krusei biofilm on catheters after 90 minutes of exposition. 

Conclusion - The results showed that extracts from S. tuberculata exhibit antifungal activity 

and efficiency in the biofilm removal of C. krusei clinical strains. Observing the chemical 

composition with the presence of ecdysteroids, and considering the literature reports, it is 

possible to establish a relation between these compounds and the observed in vitro potential.  
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INTRODUCTION 

The genus Sida (Malvaceae) consists of a group of approximately 200 species, in 

general distributed in tropical and subtropical areas (Mabberley, 1997). In Brazil, 85 species 

are described (Bovini, 2011), being present along the different regions, each one with their 

characteristic biodiversity. The recognized use in folk medicine provides rich information 

about them; many works treats about species from Africa and South America, as well as other 

present in countries as India and Australia (Dhalwal et al., 2007; Brugés and Reza, 2008; 

Rondón, 2009). Frequently mentioned and described, Sida are present in the composition of a 

traditional preparation known as “Ayurveda”, or “Mahabala”, more common for Sida 

rhombifolia, in which roots and leafs compose the tonic, used for inflammation, fever and 

heart disease, besides the use as aphrodisiac (Rao and Mishra 1997; Venkatesh et al., 1999). 

Observing the recent literature, different works have related the therapeutic potential 

of extractive preparations from Sida sp., with emphasis on S. rhombifolia L. (S. rhomboidea. 

Roxb), S. cordifolia, S. acuta and S. spinosa.S. rhombifolia is much explored, having citations 

about the antinociceptive and anti-inflammatory activity of leaf extracts. Also, 

hepatoprotective action and effects against dysregulation of lipid and cholesterol metabolism 

are cited, regulating the induced experimental hyperlipidemia (Alan et al., 1991; Rao and 

Mishra, 1997; Venkatesh et al., 1999; Thounaojam et al., 2009). In the same focus, some 

activities are also verified for S. cordifolia, with special attention for cardiovascular effects 

that are described (Santos et al., 2005; Bonjardim et al., 2011). In a complementary 

investigation, some works have described the antimicrobial activity of Sida species, mainly 

due the presence of ecdysteroids in their composition and the activity referred to these 

compounds (Lafont and Dinan, 2003; Assam et al., 2010). 
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In terms of composition, Sida have been described by different constituents; 

flavonoids, alkaloids and steroids (Matlawska 1990; Dinan et al., 2001; Darwish and 

Reinecke, 2003; Da Silva et al., 2010). Quinazoline alkaloids (vasicine and vasicinine) and 

ephedrine are described to be present in S. cordifolia, being attributed to them the 

cardiovascular effects observed for this species (Ghosal et al., 1981; Silveira et al., 2003). 

Also important and characteristic, the steroids or ecdysteroids have been studied and detected 

in the aerial parts of different species, such as S. spinosa and S. rhombifolia (Dinan et al 2001; 

Darwish and Reinecke, 2003). Searching the complete description of these steroids, some 

works have focused their identification in extractive preparations, with detection of ecdysone, 

20-hydroxyecdysone and glycosyl derivatives (Wang et al., 2008). In terms of phenolic 

compounds and flavonoids in Sida, these classes are explored in investigations involving the 

phytochemical screening, the quantitative estimation in total content of extracts and the 

isolation of new substances (Bortoluzzi et al., 1994; Sutradhar et al., 2008; Thounaojam et al., 

2011).  

In the present work, it was investigated Sida species that is found in characteristic 

region or biome in South America, Brazil. Sida tuberculata is related to constitute the 

Brazilian flora, but it is very few explored and studied. In south of Brazil, in a region that 

extends along the Rolling Pampa, inserted on Pampa biome region, this plant is known as 

“guanxuma” and it is used by population as medicinal plant, being indicated as diuretic and 

hypoglycemiant. Considering the absence of scientific studies about this local species and the 

importance to know their potential, the present study aimed to determine the chemical 

composition of S. tuberculata, applying LC-MS analysis, and to investigate the in vitro 

antifungal effect, in special with focus on anti-Candida activity. 
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EXPERIMENTAL 

 

Chemicals 

The chemical standards rutin and gallic acid were purchased from Sigma-Aldrich (St. 

Louis, MO, USA). Acetonitrile was purchased from Tedia (Fairfield, OH, USA). Phosphoric 

acid and aluminum chloride were purchased from Merck (Darmstadt, Germany) and Synth 

(São Paulo, Brazil), respectively. Purified water was obtained using the Milli-Q Plus® system 

from Millipore (Milford, MA, USA). All other reagents used in this study were of analytical 

or HPLC grade. 

 

Plant material  

The plant was collected in August 2011 in Uruguaiana (Rio Grande do Sul, Brazil), 

city located in the western border, near to Argentina. The material, an herbaceous type, was 

identified by M. Grings & O. Bueno, and voucher specimens (Sida tuberculata R.E.Fries; 

ICN 167493) were deposited at the ICN Herbarium (Instituto de Biociências, UFRGS, 

Avenida Bento Gonçalves, 9500, Prédio 43433, CEP 91501-970, Porto Alegre-RS, Brazil).  

 

Extracts  

Air-dried (at 40 ºC) roots and leaves of S. tuberculata were reduced to a powder and 

submitted to extraction (drug:solvent 1:10, w/v) by percolation and infusion (Brazilian 

Pharmacopoeia, 2010). Percolation was applied to roots and leaves using hydroethanolic 

solution at 70% and 40%, respectively. Infusion using water was also prepared for both 

materials. These extracts were then filtered and stored in a refrigerator until the analysis. 

For the chromatographic assay, extractive preparations were filtered through a 0.45 

μm membrane filter (Millipore) and injected directly, without dilution. 
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Concentration of extracts, total phenolic content and total flavonoid content  

The percentage of dried extractives (dry residue) in extracts was determined according 

to the Brazilian Pharmacopoeia (2010). Samples of 2.0 mL of each extract were used, and 

each analysis was done in triplicate. 

The total phenolic content was measured by spectrophotometry using the Folin-

Ciocalteu method, with modifications (Nurmi et al., 1996). Briefly, 0,25 ml of 1N Folin-

Ciocalteu reagent was added to a 0,05 ml of sample, and this mixture was allowed to stand for 

2-5 min before the addition of 1 ml of 15% Na2CO3. The solution was then allowed to stand 

for 30 minutes before reading at 750 nm in spectrophotometer using 1 cm quartz cells. The 

total polyphenol content was expressed as milligram gallic acid equivalent per milliliter (mg 

GAE/ml) of each extract.  

The determination of the total flavonoid content was performed based on a previously 

reported methodology, which uses AlCl3 (Chang et al., 2002). The dilution factor used was 

1:50 and the results were expressed as as mg per g dried material (mg/g). The extracts were 

assayed in triplicate, and the rutin flavonoid was used as a reference. UV-Vis absorbance was 

measured in a Perkin Elmer
®
 Lambda 35 UV/Vis Double array Spectrophotometer (Norwalk, 

CT, USA) with 1 cm quartz cells.  

 

LC-UV-MS 

The LC analyses were conducted using a Prominence Liquid Chromatograph 

(Shimadzu, Kyoto, Japan) equipped with SLC-10A controller, LC-20AD pump, SIL-10AF 

auto sampler and SPD-M10A PDA detector. A Phenomenex Luna C-18(2) column (250 x 4.6 

mm, 5 m) was used. The mobile phase consisted of a water containing 0.05% phosphoric 

acid (A) and  acetonitrile (B) at a flow rate of 0.8 ml min
-1

 using the gradient as follows: 0.1-
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23 min, 10-40% solvent B in A; 23.01-40 min, a fixe proportion of 10% solvent B and 90% 

solvent A. The detection was done on DAD detector, set at 340 nm. The mobile phase was 

prepared daily, filtered through a 0.45 m membrane filter (Millipore) and sonicated before 

use. 

The MS analysis were performed on an Esquire plus 3000 (Bruker Daltonics, 

Billerica, MA, USA) ion trap mass spectrometer with an electrospray interface (ESI). The data 

acquisition software employed was esquire CONTROL 5.2. The LC/ESI/MS was conducted 

in positive-ion mode and operated according to defined conditions: nitrogen gas temperature 

320°C; drying gas flow rate 7 l min
-1

; capillary voltage 4000V; nebulizing pressure 27 psi. 

Mass spectra were recorded by using full scan mode in the range of m/z 200-800. 

 

Antifungal activity  

Antifungal screening 

The assay applied to evaluate the in vitro antifungal activity was conducted testing the 

extracts prepared in water: leaves and roots infusions. A total of 11 clinical isolates of 

opportunistic yeasts were tested for the antifungal susceptibility test. The yeasts tested were 

Candida albicans (CA 02), C. dubliniensis (CD 24A), C. glabrata (CG 01), C. guilhermondii 

(CG 40039), C. krusei (CK 6258), C. parapsilosis (CPA 01), C. tropicalis (CT 08), 

Cryptococcus neoformans (CRY 14), Geotrichum candidum (GC 09), Rhodotorula 

mucilaginosa (ROH 01) and Trichosporon asahii (TA 01). 

Screening for antifungal activity of the extracts was determined by the broth 

microdilution method. In order to obtain stock solutions (1000 μg/ml), the S. tuberculata 

extracts were solubilized with 0.9% NaCl solution and dimethyl sulphoxide (DMSO). In 96-

well microtiter plates, the stock solutions were diluted with Sabouraud dextrose broth (SDB) 

at 500 μg/mL to the screening test. 
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Minimal inhibitory concentration (MIC) and minimal fungicidal concentration (MFC) 

Minimal inhibitory concentration (MIC) of the extracts was determined by the broth 

microdilution method according to M27-A3 documents determined by the Clinical Laboratory 

and Standards Institute (CLSI, 2008), with RPMI-MOPS (RPMI 1640 medium containing L-

glutamine, without sodium bicarbonate - Sigma-Aldrich Co., St Louis, USA - buffered to pH 

7.0 with 0.165 mol/L MOPS buffer–Sigma). The concentrations of extracts tested ranged 

from 1.9 to 500 µg/ml and 100 l-aliquots were inoculated of a flat-bottom 96-well 

microtiter. The MIC was defined as the lowest concentration of compounds at which the 

microorganism tested did not demonstrate visible growth. Amphotericin B kindly supplied by 

Cristália (Itapira, SP, Brazil) was used as positive control. The experiments were carried out 

in triplicate. 

 The minimal fungicidal concentration (MFC) was determined by sub-culturing 

volumes of 10 µl from wells without visible grown in Sabouraud dextrose agar (SDA) with 

Cloranfenicol (Difco, Detroit, USA) and incubated at 35 °C for 48 h. Minimum fungicidal 

concentration (MFC) was defined as the lowest concentration yielding negative subcultures. 

 

Evaluation of biofilm removal of artificially contaminated Central Venous Catheter 

(CVC) coupons  

CVC (Silcath, São Paulo, Brazil) coupons of 1 x 1 cm were prepared. The coupons 

were washed in potable water and neutral detergent. Subsequently were rinsed with distilled 

water and disinfected with 70% (v/v) ethyl alcohol. The coupons were dried at 600°C for 2 h 

and autoclaved at 1210°C, for 15 min. 

The CVC coupons were previously contaminated with 6 log CFU/ml of C. krusei 

CK66A. The contaminated coupons were transferred to a container containing 15 ml of each 
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extract of S. tuberculata (500 μg/ml) and placed in the solution for 45, 60 and 90 seconds. 

Subsequently, the coupons were immersed in a neutralizing solution (Tween 80, 0.5%) for 

30s, transferred to 25 ml of 0.1% peptone water, and immediately sonicated for 10 min. The 

samples obtained were decimally diluted, and 20 μl were plated on Sabouraud dextrose agar 

(SDA) with chloramphenicol for determination of viable cell counts, according to the 

procedure of Milles and Misra (1938). The control coupons were treated with distilled water 

instead of disinfectant. 

The counts of C. krusei were converted to log CFU, with the growth in the CVC 

expressed in log CFU/cm
2
 of catheter. The number of cells removed by each extract was 

expressed in log CFU/cm
2
 of surface. In all cases, samples were tested in triplicate, and the 

experiment was repeated at least three times.  

 

RESULTS AND DISCUSSION 

Preparation and characterization of extracts 

Initially, the experiments were focused on evaluation of plant material and  K 

Çdetermination of water content. After collecting, the plant length was measured, being 

observed 30-40 cm of height and 0.7 cm for leaf diameter. The dryness indicated a water 

content of 38.84% and 57.09% for roots and leaves, respectively.  

Focusing the parameters that characterize the extracts, some of them were determined 

in hydroethanolic preparations obtained by percolation; dry residue, total phenolic content and 

total flavonoids were studied. Table 1 illustrates the mean values obtained. The total phenolic 

amounts were in the range of 0.442 - 2.131 mg GAE/ml of extract, and the total flavonoids in 

1.955 - 2.240 mg/g of dried material range. In preliminary tests, different extraction 

techniques were assayed, such as reflux and maceration. The choice of percolation was based 

on the results obtained in parameters cited above. These measurements are important as 
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preliminary reference during development of extracts; besides, the phenolic compounds are 

involved on essential functions and interfere in several biological systems, mainly due their 

known antioxidant potential with hydrogen-donating radical scavenger properties(Rice-Evans 

et al., 1996; Urquiaga and Leighton, 2000). Some recent works have describing the presence 

of phenolic compounds in Sida. Studying extracts from S. rhomboidea Roxb. collected at 

India, the developed decoctions showed a content ranging  3.0 mg GAE/100mg of extract and 

4.3 mg/100mg of extract for phenolics and flavonoids, respectively (Thounaojam et al., 

2011). Also, hydroethanolic extracts at 90%, obtained by maceration from root, stem and 

leaves, presented  mean contents of 3.8, 1.8 and 2.13% (w/w) respectively, expressing as 

GAE (Dhalwal et al., 2007). 

 

LC-UV-MS 

In terms of investigation about phytochemical profile, the extracts of S. tuberculata 

were continuously assayed. Analyses by HPLC-UV were performed in a search to know the 

composition in flavonoids and ecdysteroids, since they were reported on literature. For Sida, 

the reports about alkaloids are also common; It is reported the existence of a relation between 

these compounds to some know activities. In S. cordifolia, the observed effects on 

cardiovascular and central nervous system have relation to the quinazoline alkaloids 

vasicinone, vasicine and vasicinol, found on leaves and roots (Ghosal et al., 1975; Silveira et 

al., 2003; Franco et al., 2005). Ephedrine is another alkaloid common to be found in species 

from Sida (Khatoon et al., 2005).  

As mentioned, other class studied in Sida refers to ecdysteroids, already detected and 

identified. They interfere in the biological system, having pharmacological effects on 

mammals or human system, acting in growth, cell proliferation and another system (Lafont 

and Dinan, 2003). Besides, the antiviral, antibacterial and antifungal activities also were 
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related by these authors. Specifically, Sida extracts show effect in cases of dysregulation of 

lipid and cholesterol metabolism, activities that were attributed to the presence of some 

components, as phytosterols and saponins (Ikeda and Sugano, 1998; Taleb-Contini et al., 

2003; Thounaojam et al., 2009a; Thounaojam et al., 2009b). 

To obtain more specific and reliable results, the analytical experiments were focused 

on LC-MS analyses, in which the mass and respective fragments were determinant to suggest 

the sample composition. The chromatographic runs and the full-scan ESI
+
 mass spectra for 

the detected peaks are illustrated on Figure 1 and 2, comprising three samples: leaves and 

roots hydroethanolic extracts, and roots aqueous infusion. Intense peaks were detected at 13.0 

– 20.0 min range during analyses. Performing a detailed evaluation it was possible identify 

three ecdysteroids retained at 13.2 (compound 1) (leaves and roots), 14.6 (compound 2) 

(leaves and roots) and 15.0 min (compound 3) (leaves). Also, at 16.7 (compound 4) (leaves) 

and 23.0 min (compound 5) (roots), flavonoid and alkaloid derivatives were suggested. The 

complete data of these substances, m/z of ions, molecular formula and respective identities are 

described on Table 3. The chemical structures proposed for them are illustrated on Figure 3. 

In the case of steroidal compounds, the fragmentation pattern observed were in 

accordance to key fragmentation described in the literature for ecdysteroids (Li et al., 2006; 

Stevens et al., 2008; Wang et al., 2008). The use of ESI
+
 provide an intense loss of H2O 

molecules from polihydroxylated molecular ions, a feature present in the hydroxylated 

steroids (ecdysones) that we are treating in this work. Fragmentation associated to loss of 

water molecules [M+H]
+
, [M+H-H2O]

+
 and [M+H-2H2O]

+
; and to loss of glucoside [M+H-

glu]
+
 and [M+H-glu-H2O]

+
 can be proposed. In fact, the ESI

+
 spectra of ecdysteroids can be 

used as fingerprints for the identification of these compounds in extracts of plants (Stevens et 

al., 2008). A specific evaluation of each chromatographic peak and fragmentation pattern was 

done comparing to the literature reports. The compound retained at 13.2 min presented a UV 
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spectrum similar to ecdysteroids, with UVmax at 248 nm. It displayed quasi-molecular ion 

[M+H]
+ 

at m/z 643; and fragment MS ions at m/z 625 (M+H-H2O), 607(M+H-H2O), 

481(M+H-2H2O), 463 (M+H-3H2O), 445 (M+H-4H2O) and 427(M+H-5H2O). These 

fragments are in accordance to the same profile described by Wang et al. (2008), in a study 

applied to S .rhombifolia that identified the compound 20-hydroxyecdysone-3-O-β-D-

glycopyranoside. In respect to the peak at 14.6 min, the same fragmentation related to loss of 

water was observed. Previous studies have related this fragmentation pattern when submitted 

to MS analysis (Kumpun et al., 2011, Wang et al., 2008, Stevens et al., 2008, Zhang et al., 

2006, Li et al., 2006). We proposed the substance 20-hydroxyecdysone. The constituents 

ecdysone and 20-hydroxyecdysone, among other derivatives, were found in S. rhombifolia L. 

and S. spinosa (Darwish and Reinecke, 2003; Jadhav et al., 2007). The same compounds were 

mentioned composing the chemical profile of seeds from Sida sp. (Dinan et al., 2001). For the 

compound retained at 15.0 min, the profile visualized for loss of water was also detected. 

However, considering the quasi-molecular ion [M+H]
+
 at m/z 611 and the loss of 130 Da 

observed during fragmentation, we suggest the presence of the compound 20-

hydroxyecdysone-dideoxihexose. This purpose considered the studies described by Cabrera 

(2006) and Grosa et al. (2005), in which it is mentioned the fragment dideoxihexose.  

When other peaks were evaluated, some differences in MS spectra and UVmax were 

detected, modifying the focus of investigation and improving the perspective to explore 

another chemical class. The chromatographic peak at 16.7 min showed fragments that 

probably belongs to another compounds class: flavonoids. Studying the molecular ion 

[M+H]
+
 at m/z 595 and the fragments, it is suggested the flavonoid kaempferol-3-O-β-D-(6”-

E-p-coumaroyl)-glucopyranoside (Tiliroside). This identity was established based on 

observations around the fragments that were lost, 146 and 162 Da.  The former may be 

attributed to coumaroyl or deoxyhexose group, as cited in recent revision about MS of 
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flavonoids (Cuyckens and Claeys, 2004). In sequence, from m/z 449 the loss of hexoside 

residue (162 Da) gives the aglycone ion at m/z 286.9. According to literature, the fragments 

cited above and their respective weights are characteristic of O-flavonoids (Cuyckens and 

Claeys, 2004; Vukics and Guttman, 2010). In the present work, we proposed a structure 

containing the group coumaroyl, mainly because it already has been detected and isolated 

from other Malvaceae species, including Sida, such as Sida galheirensis (Silva et al., 2006), 

Abutilon grandiflorum (Sikorska and Matlawska, 2008), Hibiscus sabdariffa (Rodríguez-

Medina et al., 2009; Fernández-Arroyo et al., 2011), Sidastrum paniculatum (Cavalcante et 

al., 2010) and Herissantia tiubae (Silva et al., 2005). Exploring other substances, the peak at 

23.0 min was also investigated. MS analysis displayed a fragment at m/z 177, already related 

as feruloyl moiety (Dong et al., 2009; Ren et al., 2012). Considering this fragment and the 

quasi-molecular ion [M+H]
+
 at m/z 314, we suggest as being the compound N-

feruloyltyramine. It is important to mention that this substance was isolated from other 

Malvaceae species like Sidastrum paniculatum (Cavalcante et al., 2010),and also identified by 

ESI-MS in Hibiscus sabdariffa (Beltrán-Debón et al., 2010; Fernández-Arroyo et al., 2011). 

 

Antifungal activity 

Here, in the present work, the antifungal activity of S. tuberculata was investigated. 

This aim was established due the reports about existence of ecdysteroids in the genus and 

possible antimicrobial activity (Brugés and Reza, 2008; Assam et al., 2010). In fact, 

phytoecdysteroids, or steroids in general, are mentioned as substances whose presence can 

result on antimicrobial activity (Chattopadhyay et al., 2001; Mamadalieva et al., 2013). In a 

recent publication, extracts of A. turkestanica, presented activity against Gram-negative 

bacteria, that was attributed to the presence of phytoecdysteroids, as oxo sterols and sterols 

(Mamadalieva et al., 2013). Also, when evaluated in the presence of 20-hydroxyecdysone, 
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turkesterone and cyasterone, the antimicrobial potential was confirmed. Besides, 20-

hydroxyecdysone was found to be active also against C. albicans strain.  

For Sida, hydroethanolic extracts from S. rhombifolia and their respective fractions 

presented activity against Gram-positive and Gram-negative organisms (Islam et al., 2003). S. 

alba, through polyphenol-rich fractions, was assayed against several clinical isolates for the 

evaluation of bactericidal and bacteriostatic capacity and the determination of MIC (Konaté et 

al., 2012). The results indicated that the fractions possess promising activity alone or in 

combination with conventional drugs. According to literature, polyphenols are also 

considered when antimicrobial activity is present in medicinal plants; different classes are 

mentioned, such as tannins and flavonoids (Cowan, 1999; Machado et al., 2002). These 

compounds act due to their ability to complex and inactivate proteins in bacterial cell, and 

interfere in cell envelop proteins (Cowan, 1999). Another work, now applied to essential oils 

extracted from leaves of S. cordifolia reported the existence of activity against bacteria and 

fungi; C. albicans, C. krusei and C. tropicalis were sensitive to the oil (Nunes et al., 2006). 

In our study, the S.tuberculata extracts (infusions) were assayed against 9 

opportunistic species of emergent yeasts tested, whereas Candida krusei clinical isolates were 

specifically susceptible (Table 2). The results indicate that leaves and roots extracts are 

especially active against C. krusei with minimum inhibitory concentration (MIC) of 3.9 - 62.5 

µg/ml to leave extract and MIC range of1.95 - 31.25 µg/ml to root extract. It is known that the 

clinical isolates of the genus Candida, particularly non-albicansCandida (NAC), are 

opportunistic pathogens associated with nosocomial infections in patients with dysfunction of 

the immune system (Chong et al., 2007). Among the emerging species of the genus, C. krusei 

is significantly different from other medically important Candida spp. in its pathogenesis and 

antifungal resistance (Pfaller et al., 2008). The incidence of C. krusei infections has increased 

in the last three decades and has become a significant opportunistic agent, especially when 
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they evolve recurrent vulvovaginal candidiasis, fungaemia, septic arthritis, endophthalmitis 

and endocarditis (Samaranayake and Samaranayake, 1994). According to Barbedo and Sgarbi 

(2010) the multidrug resistance phenotype exhibited by C. krusei is an important problem for 

the treatment of patients in general, especially in immunocompromised patients. The 

development of fungal drug resistance, drug-related toxicity, significant drug interactions and 

insufficient bioavailability of the conventional antifungal drugs against NAC has encouraged 

the search for new alternatives among natural products (Cavaleiro et al., 2006). Thus, our 

results suggest that S. tuberculata extracts can be used as source of a new antifungal agent or 

adjuvant with antifungal agents in anti-Candida treatment, even if others Candida spp. tested 

were not susceptible.  

The adhesion of C. krusei CK66A to CVC and their biofilm removal by roots and 

leaves extracts of S. tuberculata was also investigated. Biofilm formation is largely associated 

with infections due to contamination medical devices, such as CVC. In these cases, 

eradication of the infection is tough because the antimicrobial agents may not penetrate inside 

the biofilm (Stewart, 2002). In our study, coupons of CVC was immersed in cellular 

suspension of C. krusei CK66A during 45 minutes and submitted to S. tuberculata extracts 

(infusions) in concentration of 500μg/mL with the objective of evaluated their capacity to 

remove the biofilm formation in this prosthetic material. Results indicated that the isolate C. 

krusei CK66A presented strong adhesion to the CVC (7 log CFU cm
-2

) (Table 4). The extracts 

were not able to inactivate all the microorganisms adhered on both surfaces. However, the 

leaves extract was able to completely remove the C. krusei biofilm on catheters after 90 

minutes of exposition, although root extract reduced biofilm counts in approximately 1.0 log 

cm
-2

. According to the results presented in this work, extract of leaves of S. tuberculata could 

inactivate C. krusei biofilm formed in CVC after 90 seconds of contact. 
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CONCLUSIONS 

The present study focused the investigation of S. tuberculata, collected in a 

characteristic region of Brazil. The chemical composition in ecdysteroids, flavonoids and 

alkaloids was explored, comprising different parts of the plant. The antimicrobial and 

antibiofilmactivities could be evaluated by in vitro antifungal assay performed against C. 

krusei strains, confirming the potential referred to ecdysones. Based on the descriptive data 

presented, the potential of S. tuberculata could be verified, getting perspectives to explore 

additional information that improve the knowledge about the composition and the biological 

effects in vitro and in vivo. 
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Table 1. Total phenolic and flavonoid content in Sida tuberculata (Malvaceae), obtained from 

the analysis of leaves and roots hydroethanolic extracts.    

Material Total flavonoids
a,b 

Total phenolics
a,b   

 (mg/g 

dried material) 
RSD (%) 

(mg GAE/mL 

extract) 
RSD (%) 

   

Roots 1.955 1.80 0.442 1.91 

 

 

Leaves 2.240 1.89 2.131 8.06 

 

 

a
assayed in triplicate; 

b
density and dilution factor were considered. 
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Table 2. Chemical constituents identified in Sida tuberculata (Malvaceae) with corresponding retention times, quasi-molecular ions in positive 

mode and key fragments by HPLC/ESI-MS. 

 

 

 

Peak Rt (min) 
UVmax 

(nm) 

Molecular 

formula 

[M+H]
+ 

(m/z) 

MS fragmentation 

[M+H]
+
 (m/z) 

Compound Plant part 

1 13.2 248 C33H54O12 643 625,607,481,463,445,427 
20-Hydroxyecdysone-3-O-

β-D-glycopyranoside 
leaves and roots 

2 14.6 248 C27H44O7 481 463,445,427 20-Hydroxyecdsone leaves and roots 

3 15.0 250 C33H54O10 611 481,463,445,427 
20-Hydroxyecdysone-

dideoxihexose 
Leaves 

4 16.7 312 C30H26O13 595 449,286 

kaempferol-3-O-β-D-(6”-E-

p-coumaroyl)-

glucopyranoside 

Leaves 

5 23.0 317 C18H19O4N 314 177 N-Feruloyltyramine Roots 
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Table 3. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum fungicidal concentration (MFC) for aqueous extracts (leaves and roots 

infusions) of Sida tuberculata (Malvaceae), determined against Candida krusei clinical strains. 

Candida krusei 

clinical strains 

Leaves Roots 

MIC 

(μg/mL) 

MIC range 

(μg/mL) 

MFC 

(μg/mL) 

MIC 

(μg/mL) 

MIC range 

(μg/mL) 

MFC 

(μg/mL) 

CK6258 62.5 

3.9 – 62.5 

>500 3,9 

1.95 – 31.25 

250 

CK02 7.8 250 1,95 250 

CK07 15.6 250 31.25 500 

CK04 7.8 125 3.9 250 

CK05 31.25 250 15.6 250 

CK06 62.5 >500 31.25 250 

CKVB42 3.9 125 7.8 250 

CK101A 15.6 250 31.25 >500 

CK104P 7.8 125 15.6 250 
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Table 4. Biofilm removal in central venous catheter (CVC) by Sida tuberculata (Malvaceae) 

aqueous extracts (leaves and roots infusions). 

 

Contact time 

with extracts 

Control Leaves 500 μg/mL Roots 500 μg/mL 

Log ufc.cm
-2

 Log ufc.cm
-2

 Log ufc.cm
-2

 

45 sec 7 7 7 

60 sec 7 5,6 6,2 

90 sec 7 0 6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://ufc.cm/
http://ufc.cm/
http://ufc.cm/
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Figure 1. Mass chromatogram and spectra of ion fragments obtained from analysis of sida 

tuberculata (malvaceae) leaves extract (hydroethanolic extract). Analysis performed by using 

lc/esi/ms in positive ion mode. Peak numbers correspond to chemical compounds presented in 

table 3. (1) 20-hydroxyecdysone-3-o-β-d-glycopyranoside; (2) 20-hydroxyecdsone; (3) 20-

hydroxyecdysone-dideoxihexose; (4) kaempferol-3-o-β-d-(6”-e-p-coumaroyl)-

glucopyranoside. 

 

Figure 2. Mass chromatogram and spectra of ion fragments obtained from analysis of sida 

tuberculata (malvaceae) roots extracts. Analysis performed by using lc/esi/ms in positive ion 

mode. Peak numbers correspond to chemical compounds presented in table 3. (a) 

hydroethanolic extract; (b) aqueous infusion; (1) 20-hydroxyecdysone-3-o-β-d-

glycopyranoside; (2) 20-hydroxyecdsone; (5) n-feruloyltyramine. 

 

Figure 3. Chemical structures of the constituents identified in Sida tuberculata (Malvaceae) 

extracts. 
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DISCUSSÃO 

 

No presente trabalho, a espécie S. tuberculata foi estudada em aspectos de 

desenvolvimento e caracterização de extratos vegetais e avaliação de seu potencial de 

atividade antifúngica in vitro. 

Primeiramente, na tentativa de encontrar a melhor técnica de extração dos compostos 

fenólicos da espécie em questão, foram realizados ensaios utilizando métodos usuais de 

extração. Assim, foram testadas diferentes metodologias de extração (maceração, percolação e 

refluxo), com soluções hidroetanólicas em diferentes concentrações (20 a 90%). Paralelo ao 

estudo das técnicas extrativas, o material vegetal foi caracterizado quanto aos parâmetros 

físico-químicos (perda por secagem e perda por dessecação) e os extratos em relação ao 

rendimento através de resíduo seco. 

 Os resultados referentes a essas análises demonstraram que a extração por percolação, 

usando solução hidroetanólica a 40 e 70% para folhas e raízes respectivamente, apresentou-se 

suficientemente adequada quando comparada com as demais técnicas, podendo assim ser 

utilizada em trabalhos futuros. Também, além de ser um processo que despende pouco tempo, 

permite uma extração segura e com rendimento satisfatório em termos de resíduo seco (2,88% 

para folhas e 1,93% para raízes), além da concentração de compostos fenólicos nas 

preparações extrativas (2.131 e 0.487 em EAG/ml de extrato para folhas e raízes 

respectivamente). Soma-se a isso, o fato da técnica não empregar o calor. 

Tais resultados demonstram que apesar da maceração ser a técnica extrativa mais 

frequentemente utilizada em laboratórios e em pesquisas da área fitoquímica, existe outros 

métodos, que com suas vantagens podem se tornar uma opção na rotina experimental para a 

análise de fitoconstituintes.  

Tanto o teor de fenólicos totais como o teor de flavonóides totais encontrados nos 

extratos de S. tuberculata apresentaram-se em maior quantidade nas folhas. Este dado poderia 

estar relacionado com a relação positiva que existe entre a radiação solar e a produção de 

compostos fenólicos, principalmente flavonóides. Isso pode ser explicado pela proteção 

contra a foto-destruição proporcionada por estes metabólitos ao absorver e/ou dissipar a 

energia solar, dificultando assim a danificação dos tecidos mais internos pela radiação UV-B 

(GOBBO-NETO e LOPES, 2007). No caso específico dos flavonóides, estes são acumulados 

principalmente em tecidos superficiais (tais como epiderme, subepiderme, pêlos, cutícula e 

material epicuticular) e utilizados pela planta como filtros UV, pois absorvem radiação UV-B 

sem alterar a radiação fotossinteticamente ativa (BIEZA E LOUIS, 2001).  
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Os resultados, encontrados no presente trabalho, referentes às análises cromatográficas 

e espectrométricas, ilustram uma pequena parte da diversidade de compostos presentes na 

espécie S. tuberculata. No geral, para as condições usadas em determinação analítica, a classe 

de compostos com maior representatividade foram os metabólitos pertencentes à classe dos 

fitoecdisteróides.  

Ecdisteróides foram primeiramente descobertos nos artrópodes e são hormônios 

responsáveis pelo crescimento, metamorfose, embriogênese, diapausa e reprodução destes 

animais (DINAN et al., 2001a). Em 1996, foram descobertos alguns ecdisteróides em plantas, 

abrindo-se então um campo para pesquisas destes compostos. Mais de 300 ecdisteróides têm 

sido isolados de fontes animais e vegetais (LAFONT e DINAN, 2003). 

A partir da premissa, da ação hormonal desses compostos, surgiram vários estudos no 

intuito de avaliar os efeitos desta classe em mamíferos, bem como, em humanos. Um dos 

ecdisteróides considerado mais comum nas plantas também foi encontrado no presente 

trabalho, trata-se da 20-hidroxiecdisona (20E) (DINAN et al., 2001a).  Alguns dos efeitos já 

descritos e investigados para esse composto são descritos na Tabela 5. 

Outro constituinte dos extratos de S. tuberculata proposto neste estudo foi o 

flavonóide canferol-3-O-β-D-(6”-E-p-coumaroil)-glicopiranosideo (tilirosídeo). Esse 

composto já tem sido descrito para espécies de Sida (Silva et al., 2006; Cavalcante et al., 

2010). Alguns estudos têm trabalhado com esse composto isoladamente, detectando seus mais 

variados efeitos. De acordo com Sala et al. (2003) o tilirosídeo demonstrou um significativo 

efeito contra a ação enzimática e não-enzimática da peroxidação lipídica, com atividade 

scavenger do radical DPPH nos valores entre 12-28μM, juntamente com uma atividade anti-

inflamatória em edema de pata em camundongos. Outra atividade demonstrada por esse 

flavonóide é a ação hepatoprotetora descrita por Matsuda et al. (2002). Também, de acordo 

com Goto et al. (2011), o tilirosídeo apresentou uma redução na obesidade induzida por 

desordens metabólicas através da ativação da sinalização de adiponectina, seguido de 

aumento da oxidação dos ácidos graxos no fígado e no músculo esquelético de ratos obesos-

diabéticos. Um outro estudo desenvolvido por pesquisadores no Brasil postulou que o 

tilirosídeo possui um efeito relaxante sobre íleo de cobaias através do bloqueio dos canais de 

Ca
+
, impedindo seu influxo para a célula (Costa et al., 2007). 

Outro resultado obtido neste trabalho foi a proposição de um componente fenilamida, 

a N-feruloiltiramina. Esse composto, segundo as análises deste trabalho, foi encontrado 

somente nas raízes dos extratos de S. tuberculata. De acordo com Bassard et al. (2010) esses 

compostos estão presentes em vários tipos de tecidos das plantas, incluindo raízes (HAGEL & 
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FACCHINI, 2005), podendo ser associados com o crescimento de determinados órgãos e 

tecidos meristemáticos. 

 

Tabela 5 – Atividades biológicas associadas ao ecdisteróide 20-hidroxiecdisona, em 

mamíferos. 

Área biológica Efeito Referência 

Diferenciação e 

proliferação celular 

20E pode induzir a diferenciação osteogênica em 

células tronco do ligamento peritonial 

 

20E (100μg/ml) promove a diferenciação in vitro 

de queratinócitos 

Jian et al., 2012 

 

 

Detmar et al., 1994 

Reprodução e 

desenvolvimento 

Dieta de 20E (5-10mg/kg) aumenta a função sexual 

em ratos 

Mirzaev e Syrov, 1992; 

Mirzaev et al., 2000 

Metabolismo de 

proteína 

20E estimula a síntese protéica em órgãos de 

camundongos 
Todorov et al., 2000 

Metabolismo de 

Carboidratos 

Administração diária de 20E (5mg/kg) reduz a 

hiperglicemia induzida por aloxano em ratos 

 

Syrov et al., 1997 

 

Metabolismo de 

Lipídeos 

 

Dieta de 20E (0,1mg/kg/dia) por 30 dias previne a 

peroxidação lipídica por radicais livres em 

membranas de tecidos de ratos deficientes de 

Vitamina D 

 

20E in vitro previne a peroxidação lipídica em 

micelas de lipossomos 

 

Kuzmenko et al., 1997 

 

 

 

Kuzmenko et al., 2001 

Sistema nervosa 

 

20E exerce função neuromoduladora em receptor 

GABAA em neurônios corticais de ratos 

 

20E tem efeito protetor em amnesia induzida por 

diazepam e álcool 

 

Okada et al. , 1998 

 

 

Xu et al. , 1999 

Fonte: Autor, 2012 

 

Alguns estudos já demonstraram que fenilamidas são compostos bioativos. Por 

exemplo, N-feruloiltiramina foi isolada como o componente mais ativo do Allium sativum, 

suprimindo a expressão de P-selectina (PARK, 2009). Portanto, acredita-se que desempenhem 

um papel importante com efeito positivo do A. sativum sobre o sistema cardiovascular através 
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da inibição de ativação plaquetária. N-trans-feruloiltiramina também foi descrita como 

antitumoral, antimicobacteriana, como inibidora da melanogênese em células de melanoma de 

rato e inibidores da ciclo-oxigenase (PARK, 2007; PARK & SCHOENE, 2002; MATA et al., 

2004; EFDI et al., 2007).  

Os resultados obtidos na avaliação da atividade antifúngica dizem respeito somente 

aos extratos aquosos de S. tuberculata. Tal opção se deve ao fato de ser uma preparação mais 

comum de uso popular desta planta. Além do que, a presença do etanol nos extratos 

hidroetanólicos poderia levar a resultados artefatos pela sua conhecida ação antimicrobiana. 

 Dessa forma, os dados obtidos do screening da atividade antifúngica frente a onze 

linhagens de fungos patogênicos revelaram que os extratos aquosos de S. tuberculata são 

ativos para Candida krusei. Segundo Hager et al. (2010) C. krusei é um fungo patógeno 

emergente, frequentemente encontrado em pacientes imunocomprometidos. Possui resistência 

intrínseca para fluconazol e diminuição da susceptibilidade para outros agentes antifúngicos. 

Cabe destacar que infecções por C. krusei tipicamente surgem em pacientes neutropênicos ou 

transplantados de medula que recebem tratamento profilático com fluconazol (WINGARD et 

al., 1991) 

Os dados encontrados para CIM no presente estudo demonstram uma pronunciada 

atividade para os extratos obtidos das raízes. Os valores verificados para CIM das raízes 

variaram de 1,95 a 31,25 μg/ml. Sendo a N-feruloiltiramina um dos componentes encontrados 

nas raízes do extrato aquoso de S. tuberculata, uma atividade antifúngica poderia ser 

esperada. De acordo com Mata et al. (2004) esse composto isolado demonstrou uma CIM com 

valor de 32 μg/ml contra Mycobacterium tuberculosis. Nesse mesmo estudo, o composto não 

mostrou citotoxicidade na concentração da CIM. Entretanto, no presente trabalho não se pode 

sugerir que a ação contra C. krusei seja somente pela presença de N-feruloiltiramina. Assim, 

estabelecem-se expectativas para estudos futuros na avaliação dos mecanismos de ação de 

compostos isolados.  

Estudos para determinação da CIM com extratos de S. tuberculata são inéditos na 

literatura. O óleo essencial de S. cordifolia demonstrou uma CIM a partir da diluição de 8% 

frente a C. krusei (NUNES et al., 2006).Outro estudo realizado por Karou et al. (2012) não 

encontrou atividade antifúngica nos extratos de S. alba, somente efeito antibacteriano. Demais 

estudos foram conduzidos contra linhagens bacterianas. Extratos das folhas e galhos de S. 

alba tiveram seu potencial antimicrobiano avaliado contra cepas bacterianas e mostrou uma 

CIM entre 25 e 100 μg/ml (KONATÉ, K. et al, 2012). Frações metanólicas das folhas de S. 



78 
 

rhombifolia também apresentaram uma CIM de 100 μg/ml frente a cepas Staphylococcus e 

Pseudomonas (SARANGI et al., 2010). 

Outro objetivo deste estudo foi avaliar o potencial de remoção do biofilme de C. 

krusei, CK66A, em superfície de cateter venoso central. Pelos resultados obtidos constatou-se 

que os extratos aquosos das folhas, a 500 μg/mL, apresentaram um resultado eficiente em 60 

minutos, com redução de 7 para 5,6 log.CFU cm
-2

, e com capacidade de remover totalmente a 

colônia fúngica após 90 minutos. Vale destacar que esta metodologia é inédita para S. 

tuberculata. De acordo com Pinheiro (2006) os biofilmes são formados por polissacarídeos 

que se apresentam tanto como fibras finas que conectam as células às superfícies ou como 

placas de material amorfo sobre a superfície. A matriz do biofilme age como um filtro, que 

retém minerais ou outros componentes séricos produzidos pelo hospedeiro. Essa ação o torna 

firmemente aderido à superfície e altamente resistente ao tratamento antimicrobiano. 

Destaca-se que no presente estudo, tanto folhas como raízes, demonstraram uma boa 

atividade frente às linhagens de C. krusei avaliadas. A presença de compostos da classe de 

ecdisteróides também pode ser um dos motivos responsáveis pela ação antifúngica. Existem 

poucos estudos em relação a atividade antimicrobiana de ecdisteróides, entretanto, Ahamad et 

al. (1996) reportou uma atividade antifúngica e antibacteriana de 20E entre 100 e 400 μg/ml. 

Este mesmo composto, também demonstrou ação contra C. albicans em concentração de 500 

μg/ml (MAMADALIEVA et al.2012).  

Além dos dados apresentados anteriormente e discutidos acima, o estudo com S. 

tuberculata desenvolveu análises da atividade antioxidantein vitro. Até o momento, foram 

desenvolvidos quatro protocolos, referentes ao potencial scavenger do radical 1,1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl (DPPH), óxido nítrico, inibição do radical hidroxil mediado pela degradação 2-

deoxi-D-ribose e proteção contra peroxidação lipídica mediado pelo ácido tiobarbitúrico 

(TBARS). Os resultados obtidos para estas metodologias têm demonstrado uma pronunciada 

ação antioxidante de ambos os extratos, aquosos e hidroetanólicos (dados não mostrados). 

Contudo, estes dados, ainda em fase de complementação prática, servirão de embasamento 

para publicações futuras aliadas a ensaios in vivo.  

Consequentemente, no que se refere aos dados aqui apresentados, pode se concluir que 

os extratos de S. tuberculata apresentam uma diversidade de fitoconstituintes. Os quais 

também revelaram uma significativa ação anti-C. krusei, com um excelente potencial de 

remoção de biofilme. No entanto, pesquisas futuras são necessárias para acréscimo de 

fitoconstituintes elucidados estruturalmente, bem como para investigar possíveis mecanismos 

de ação envolvidos. 
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CONCLUSÕES 

 

 Pela caraterização de secagem do material vegetal utilizado no estudo da espécie S. 

tuberculata, a presença de água e compostos voláteis é superior nas folhas em relação 

às raízes; 

 

 A extração por percolação, em uso de solventes hidroetanólicos a 40 e 70%, 

mostraram-se adequados e vantajosos em relação às demais técnicas de refluxo e 

maceração testadas; 

 

 O teor de fenólicos totais apresenta maior concentração nos extratos de folhas, em 

comparação com os extratos obtidos de raízes; 

 

 As análises cromatográficas por CLAE-UV e por LC-ESI-MS permitiram a 

proposição de cinco compostos, sendo três ecdisteróides, um flavonóide e um 

alcaloide, identificados como 20-hidroxiecdisona, 20-hidroxiecdisona-

glicopiranosídeo, canferol- 3 - (E-p-coumaroil) glicopiranosídeo, N-feroluiltiramina, 

respectivamente; 

 

 A avaliação da atividade antifúngica, pelo método de Microdiluição, revelou uma 

promissora ação dos extratos aquosos frente a cepas de C. krusei; 

 

 Os valores de CIM obtidos demonstraram um efeito fungistático significativo em 

baixas concentrações tanto para os extratos das folhas quanto para o das raízes de S. 

tuberculata; 

 

 Os extratos aquosos obtidos das folhas revelaram uma capacidade de remoção de 

biofilme de C. krusei CK66A. 
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PERSPECTIVAS  

 

 Obter extrações mais seletivas, e buscar análises espectrométricas em RMN para um 

maior embasamento fitoquímico; 

 

 Estudar o isolamento dos fitoconstituintes majoritários; 

 

 Investigar o potencial antifúngico a partir da análise de extratos semi-purificados e 

purificados; 

 

 Identificar possíveis mecanismos de ação envolvidos com a atividade antifúngica dos 

extratos em estudo; 

 

 Aplicar os extratos brutos e purificados em estudos farmacológicos in vivo; 

 

 Investigar a toxicidade dos extratos e seus constituintes majoritários. 
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