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Resumo

O presente trabalho teve como objetivo identificar as classes de metabolitos secundarios do extrato etanélico dos frutos de Solanum acanthodes e avaliar a ativi-
dade fungicida sobre Candida albicans in vitro. Realizou-se a identificacdao de metabolitos secunddrios com o extrato bruto da planta e o teste de cromatografia
para identificar as possiveis substancias no extrato etandlicos, conforme substancias padrdes isoladas de outras espécies de Solanum. Para o teste fungicida,
utilizou-se a técnica de disco de fusdo. No controle positivo, utilizaram-se discos sem o extrato vegetal e, como controle negativo, discos com produto quimico
emulsificante Kasumin®. O delineamento foi inteiramente casualizado, com trés repeti¢cdes por tratamento. A avaliagdo consistiu em verificar o crescimento
do fungo, a cada 24 horas, durante seis dias, medindo as colonias. Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5%. Com relagdo aos testes de reconhecimento de metabolitos secunddrios do extrato etandlico dos frutos de S. acanthodes, verificou-se a presenga de
alcaloides, glicosideos cardiotdnicos, cumarinas, taninos, triterpenos e derivados antracénicos livres. Porém, os resultados foram negativos para flavonoides. Na
técnica de cromatografia, foi possivel identificar o glicoalcaloide Solasodina. Apos 144 horas, observou-se que o extrato etanolico dos frutos de S. acanthodes
comparado como o produto quimico (média 3,4mm). Conclui-se que S. acanthodes apresenta metabolitos secunddrios e que estes tiveram uma rela¢ao direta

na inibi¢do de crescimento de C. albicans, porém novos métodos e concentragdes precisam ser testados.
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Abstract

This study aimed to identify the classes of secondary metabolites from the ethanol extract of fruits of Solanum acanthodes and evaluate the fungicidal activity
against Candida albicans in vitro. We carried out the identification of secondary metabolites with crude plant extract and chromatography test to identify potential
substances in the ethanol extract as substances isolated patterns of other species of Solanum. For the test fungicide used the technique of fusion disc. For positive
control, we used discs without the plant extract and as a negative control discs with emulsifying chemical Kasumin®. The design was completely randomized
with three replicates per treatment. The evaluation consisted of checking the growth of fungus, every 24 hours for six days, measuring the colonies. Data were
subjected to analysis of variance and means were compared by Tukey test at 5%. Regarding the recognition of secondary metabolites from the ethanol extract
of the fruits of S. acanthodes tests, the presence of alkaloids, cardiac glycosides, coumarins, tannins, triterpenes and free antracénicos derivatives was found.
However, the results were negative for flavonoids. In chromatographic technique it was possible to identify the glycoalkaloid solasodine. After 144 hours, noted
that the ethanol extract of the fruits of S. acanthodes showed satisfactory results of C. albicans, which occurred inhibition of fungal growth (average 2.4 mm)
demonstrating greater inhibitory spectrum compared to the chemical (average 3 4mm). We conclude that S. acanthodes presents secondary metabolites and that

these had a direct relationship in the inhibition of growth of C. albicans, but new methods and concentrations need to be tested.
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I INTRODUCAO

O uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades ¢ tdo antigo quanto a espécie humana,
tendo o conhecimento popular grande contribui¢cao para divulgacao das virtudes, porém o uso no tra-
tamento das doencas de plantas e controle de pragas ¢ mais recente (LUBIAN et al., 2010). A identifi-
cacdo de novos compostos quimicos, a partir de plantas nativas ou medicinais, possibilita a obtencao
de substancias capazes de controlar ou inibir o desenvolvimento dos fitopatogenos (SILVA et al., 2009).

Partes da planta, como raiz, caule e folhas, podem fornecer substancias ativas que serao
empregadas na obtengdo de um medicamento (ROSA et al., 2012). As plantas utilizadas na medicina
tradicional estdo sendo, também, cada vez mais estudadas por serem possiveis fontes de substancias
com atividades antimicrobianas, frente a microrganismos prejudiciais a saide do homem (MENDES
et al., 2011).

A familia Solanaceae ¢ uma das maiores entre as Angiospermas existentes, com cerca de 2.300
espécies subordinadas a 96 géneros. Sua distribuicao geografica esta concentrada principalmente na
América do Sul. No Brasil, ela apresenta grande diversidade e endemismo, tendo sua ocorréncia desde
a Amazodnia ao Sul do pais, além de possuir varias espécies com atribui¢des ornamentais, medicinais
e nutricionais (SOARES et al., 2007).

O género Solanum é composto por, aproximadamente, 1.000 a 3.700 espécies, sendo o principal
género de Solanaceae e, também, um dos maiores entre as Angiospermas. Apresentam-se como plantas
invasoras, ocupando os mais diversos tipos de ambientes, desde lavouras e terrenos baldios a margens
de rodovias (CORDEIRO, 2008).

As plantas deste género também sdao conhecidas por produzirem uma grande variedade de
saponinas (BENTO et al., 2004; ZHOU et al., 2006; NAKAMURA et al., 2008) sapogeninas (VALERI
etal., 1989; WEISSENBERG, 2001); e glicoalcaloides (HALL et al., 2006; SILVA et al., 2008; DISTL
et al., 2009). Estudos anteriores centraram a aten¢ao no isolamento e na caracteriza¢ao da solasodina,
visando sua utilizagdo como material de partida na producdo industrial de hormdnios esteroidais
(FIESER, 1959). Tanto que varios autores a chamam de “diosgenina do futuro” (BARBOSA-FILHO
et al., 1991; BARBOSA-FILHO, 1997).

Solanum acanthodes Hook, popularmente conhecida como “fruta-do-lobo”, é encontrada parti-
cularmente nas regides equatoriais. Sdo arbustos ou arvoretas, de 2 a 5 metros de altura, com cerca de
10 cm de didametro, tronco com espinhos robustos, e ramos e folhas geralmente com poucos espinhos
(NEE, 2007).

Propriedades bioativas presentes em extratos vegetais e 6leos essenciais, produzidos pelas plantas,
como uma consequéncia do metabolismo secundario, mostraram-se eficientes no controle do crescimento
de uma ampla variedade de microrganismos, incluindo fungos filamentosos, leveduras e bactérias, o
que evidencia o potencial das plantas no combate a esses organismos patogénicos (DUARTE, 2006).

Os metabolitos secundarios desempenham papeis importantes na bioquimica e fisiologia
dos vegetais. Muitas classes de produtos naturais constituem grupos importantes de metabolitos secun-
darios, estando envolvidos em muitos processos fisioldgicos de plantas, particularmente naqueles que
respondem ao estimulo ambiental. A composicao de metabolitos secundarios nos tecidos da planta pode
influenciar diretamente na qualidade e toxicidade dos alimentos produzidos para humanos e animais
(STOBIECKI et al., 2003). Alcaloides esteroidais sao os principais metabolitos secundarios encontrados
no género e sdo de amplo interesse, tanto na area de ecologia como de saide humana.

Candidiases sdo infecgOes nas quais as lesdes podem ser brandas, agudas ou crbnicas, super-
ficiais ou profundas, o principal agente das candidiases ¢ a C. albicans (AGUIAR, 2007; BARBEDO
& SGARBI, 2010).

Candida sdo considerados microorganismos oportunistas presentes na microbiota normal
da cavidade oral e dos tratos gastrointestinal e urogenital de seres humanos. (SUZUKI, 2009). O trata-
mento da candidiase nao tem se mostrado abrangente em sua totalidade pelo surgimento de constantes
barreiras ocasionadas, e o crescente aumento de espécimes resistentes aos antifungicos (KIRAZ &
YASEMIN, 2011; KHAN et al., 2009).

Diante das limitacdes de uso de antifungicos sintéticos, evidenciadas pelo aumento da resis-
téncia pelos microrganismos, bem como pelas reagdes indesejadas apresentadas pelos usuarios, novos
agentes sao propostos na tentativa de minimizar tais ocorréncias. Nesse sentido, considerando a ampla
atividade bioldgica apresentada pelos produtos de origem natural, extratos vegetais obtidos a partir do
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género Solanum tém sido investigados para determinagio da atividade antimicrobiana (ARAUJO, 2003;
SOUZA et al., 2004; LIMA et al., 2006).

Considerando essa realidade, o presente trabalho teve como objetivo identificar as classes de
metabolitos secundarios do extrato etandlico dos frutos de S. acanthodes e avaliar a atividade fungicida
sobre C. albicans in vitro.

2 METODOLOGIA

Os frutos de S. acanthodes foram coletados no Sitio Nove Irmaos, Zona rural da cidade de Urupa-
-RO em uma area de pasto a 600 m do Rio Urupa. Apds a coleta, os frutos foram pesados frescos, em
seguida, colocados para secar em estufa a 50°C por 72 horas. A extragdo foi realizada a partir dos frutos
devidamente secos e triturados, sendo colocada em Erlenmeyer contendo um litro de etanol, por sete
dias, em trés repeticoes. Posteriormente, o material foi filtrado e submetido ao processo de destilacao
em evaporador rotatorio, resultando apenas o extrato bruto dos frutos de S. acanthodes.

2.| IDENTIFICACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Foram realizados testes fitoquimicos com o extrato etanolico, baseados em precipitagdo e
coloragdo dos extratos diluidos em solugdo e reativos especificos para cada teste conforme Radi &
Terrones (2007).

2.2 TESTE CROMATOGRAFICO

Por meio da presenca ou auséncia dos metabolitos secundarios, procedeu-se a realizagao da
cromatografia para identificar as possiveis substancias no extrato etanoélico dos frutos de S. acanthodes.
Para isso, o extrato obtido foi analisado através da cromatografia de camada fina, utilizando placa de
vidro de 10x20cm, e como fase estacionaria silica gel GF254 (5-40um). A placa cromatografica foi
preparada utilizando 2,0g de silica gel e agua destilada, a silica gel foi colocada em um baldo pequeno
de 50mL e adicionado agua, em seguida, o baldo foi fechado e agitado durante 30 segundos aproxi-
madamente e logo em seguida o material foi espalhado sobre a placa de vidro ate formar uma camada
firme e uniforme. A placa ficou em repouso para secar a temperatura ambiente e logo foi ativada na
estufa a 100°C. Colocou-se 45mL de cloroféormio e 5 mL de etanol para a concentracao de 95,5% a ser
usado dentro da cdmara, e também utilizou-se 2mL de cloroférmio no tubo de ensaio com Solasonidina
como padrdo 1 e Diogenina como padrao 2 de Solanum para comparagao.

A amostra do extrato foi adicionada a placa, utilizando um tubo capilar e colocados dois pingos
da amostra na placa de cromatografia de camada fina. Depois de secar a amostra, a placa é colocada
dentro de uma cdmara cromatografica e deixada correr até uma distancia de 9-10 cm, aproximada-
mente. Logo a placa é sacada da camara, deixando secar a temperatura ambiente e colocada em uma
camara reveladora com iodo, para detectar manchas existentes na placa.

2.3 TESTE BIOLOGICO COM C. ALBICANS

No Laboratério de Microbiologia da Faculdade Sao Lucas, utilizou-se a técnica de disco de
fusdo, onde discos de cinco mm de didmetro de culturas de isolados do fungo C. albicans (ATCC
10.231), foram colocados no centro de placas de Petri contendo meio Batata Dextrose Agar (BDA),
na area periférica das placas, foram dispostos simetricamente quatro discos de papel-filtro, que foram
embebidos em 1mL de extrato vegetal durante 1 minuto, obtendo-se a 0,12mL de extrato para cada
disco. Como controle positivo, utilizou-se discos embebidos em agua destilada e controle negativo,
o produto quimico Kasumin®, ambos na concentra¢do de ImL. Apds esse processo, as placas foram
incubadas a 25°C durante seis dias. A avaliagdo consistiu em medir o didmetro das colonias (média
de duas medidas diametralmente opostas) iniciadas apos 24 horas de incubag¢ao, perdurando os seis
dias, ou seja, até o momento em que as colOnias fungicas do tratamento testemunha atingiram toda
a superficie da placa. O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés
repeti¢des por tratamento.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O material vegetal fresco coletado teve um rendimento de 3.586 g. Apos sete dias na estufa elé-
trica, os frutos foram triturados, obtendo-se 576,71g, e a quantidade final de extrato bruto do material
vegetal foi de 90 mL.

3.| IDENTIFICACAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

Com relagdo aos testes de reconhecimento de metabolitos secundarios do extrato etanodlico
dos frutos de S. acanthodes, verificou-se que os resultados foram positivos para alcaloides, glicosideos
cardiotdnicos, cumarinas, taninos, triterpenos e derivados antracénicos livres. Porém, os resultados
foram negativos para flavonoides.

Um importante fator a ser considerado quando se realiza qualquer pesquisa envolvendo plantas
medicinais e se tenta extrapolar os resultados obtidos, ¢ quanto a fatores ambientais envolvidos no
momento da coleta da planta, como sazonalidade, clima, tipo de solo e temperatura do ar. De acordo
com Freitas et al. (2004) a producao de metabolitos secundarios pela planta ocorre em funcao da
interacao planta versus ambiente em resposta a fatores quimicos e biologicos. Este fato pode explicar
resultados divergentes de extratos da mesma espécie, mas coletado em locais e periodos diferentes.

Acredita-se que os metabdlitos secundarios presentes em S. acanthodes possam ter algum papel
na defesa das plantas e uma relagdo com a resisténcia a doengas flingicas e com a repulsdo de insetos
(HUNZIKER, 2001). As plantas do género Solanum sao conhecidas por possuirem em sua composi¢ao
quimica principalmente alcaloides esterodais, além de uma grande variedade de saponinas, sapogeninas,
flavonoides e glicoalcaloides (VAZ, 2010) e esses metabolitos secundarios sdo descritos na literatura
por possuirem potencial bioldgico contra microrganismos.

Os glicoalcaloides ja foram detectados em mais de 350 espécies de plantas, a maioria em Solanum
spp. Ou outros membros da familia Solanaceae. Sao conhecidas mais de 75 estruturas de agliconas
(alcaminas) de ocorréncia natural, e esqueleto colestano (C27) contendo nitrogénio em anéis ou em
grupos que lhes confiram basicidade e alguma atividade biologica (SILVA et al., 2005).

Em estudo fitoquimico com o caule de S. acanthodes, Pires et al. (2009) utilizando reagentes espe-
cificos para reconhecimento de alcaloides, glicosideos cardiotonicos, de cumarinas volateis, flavonoides,
taninos saponinas, triterpenos e derivados antracénicos livres, verificaram que os resultados obtidos
foram positivos para alcaloides, triterpenos, flavonoides e saponinas. Além disso, foram encontrados
glicosideos cardiotdnicos, usando somente o reagente de Keller-Killiani. S6 ndo foram encontrados
derivados antracénicos livres, taninos e cumarinas volateis. Com a identificagdo dos componentes pre-
sentes no extrato etanolico das inflorescéncias utilizando reagentes especificos, conclui-se que 0 mesmo
apresenta metabolitos secundarios, que sdo compostos de grande interesse na medicina tradicional.

Resultados semelhantes foram encontrado por Alves et al. (2005) ao testar extratos brutos etano-
licos das folhas e frutos verdes e maduros de S. palinacanthum, observando uma inibi¢ao do crescimento
da levedura C. albicans. Além disso, Nascimento et al. (2006) relataram a atividade antimicrobiana in
vitro de extratos vegetais de S. paniculatum Lam., sobre o crescimento da bactéria Ralstonia solanacearum.

3.2 TESTE CROMATOGRAFICO

O extrato etanolico do fruto de S. acanthodes analisado utilizando a cromatografia de camada
fina que obtiveram algumas manchas e foram calculados valores de Rf, observando os seguintes resul-
tados: Solasodina - 5,5+9 = 0,61; Diogenina - ndo foi encontrado na espécie; Calculo de Rf: extrato
=5,5+9=0,61.

De acordo com o estudo cromatografico de camada fina com o extrato do fruto de S. acanthodes
utilizando-se de Solasodina e Diogenina isoladas de outras espécies de Solanum utilizando como padrao,
pode-se verificar a presenga de uma das estruturas no extrato analisado onde o calculo de Rf apresen-
tou o valor de 0,61, no qual o extrato se mostrou positivo para Solasodina e negativo para Diogenina.

Utilizando também a técnica de cromatografia de coluna fina, Rigo (2008) detectou a presenca
de 17 manchas diferentes e, utilizando padroes obtidos de outras espécies do género Solanum, identifi-
cou a presenca dos compostos quimicos no extrato dos frutos: Solasodina, Solasodieno, Clorogenina,
Tomatidenol, Tigogenina e Diogenina.

Atualmente, inumeros experimentos evidenciam o fato de que muitos metabdlitos secundarios
presentes nas plantas, como os terpenos, alcaloides, glicosideos cianogénicos, saponinas, taninos e
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antraquinonas sao aleloquimicos que representam caracteres adaptativos e que tem se diversificado
durante a evolucdo pela selecao natural a fim de proteger as plantas contra virus, bactérias, fungos,
plantas concorrentes e contra os herbivoros (WINK, 2003).

3.3 TesTE BIoLOGICO coM C. ALBICANS

Com relagdo ao potencial fungicida, verificou-se que o extrato etanolico dos frutos de S. acan-
thodes apresentou inibi¢ao sobre C. albicans, notando-se que no final de 144 horas, a média de inibigdo
das colonias dos fungos utilizando o extrato vegetal foi de 2,4 mm; no controle positivo, utilizando a
agua destilada estéril, a média foi de 4,6 mm, enquanto que no controle negativo, utilizando o produto
quimico, a inibigdo média foi de 3,4 mm (Figura 1).

Tabela 1. Média (mm) de inibi¢do de crescimento do fungo C. albicans submetidos a exposi¢ao do produto
quimico, agua destilada e extrato vegetal dos frutos de S. acanthodes in vitro durante 144 horas.

Tratamentos Horas

24 48 72 96 120 144 Médias*
Extrato vegetal 1,0a 1,22 1,4a 1,7a 2,1aB  2,4aB 1,63a
Produto 1,2¢ 1,6* 1,9a 2,4aB 2,9aB 3,4aC  2,23Ab
quimico
Agua destilada 1,5 2,4aB 2,7aB  3,3aC 3,7aC 4,6C 3,03Ac
Meédias 1,23% 1,73a 2,00a 2,46aB 2,9aB 3,46aC 2,29aB

*Meédias seguidas de mesma letra maiuscula, na coluna, e mesma letra mintscula, na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p <0,05).

Muitas espécies de fungos nao albicans mais comumente isoladas sao menos susceptiveis aos
derivados azolicos, dificultando o tratamento dessas infeccdes. Embora a susceptibilidade das leveduras
do género Candida aos antifungicos disponiveis seja variavel e previsivel, nem sempre uma determinada
amostra isolada segue o padrao geral; essa ¢ uma das razdes da crescente importancia dos testes de
susceptibilidade (CROCCO et al., 2004).

Bento et al. (2004) fez uma investigagdo fitoquimica e farmacoldgica do extrato etanolico obtido
dos frutos de S. acanthodes coletados no municipio de Porto Velho-RO para avaliar as atividades anti-
nociceptiva em camundongos. Os animais receberam inje¢ao intraplantar de glutamato e nocicep¢ao
induzida pela formalina, passando a lamber a pata, como indicativo de dor. Estes animais foram
tratados com o extrato etanolico dos frutos dessa espécie, onde se observou de forma significativa a
reducao de lambida ou mordida induzidas pelo glutamato e formalina, sendo, portanto, considerado
antinoceptivo e expressivo na dor inflamatéria.

Azevedo et al. (2004) avaliaram o potencial antioxidante do extrato etanolico do fruto de S.
acanthodes e S. crinitum. Onde verificaram que os resultados mostraram que os dois extratos foram efi-
cazes contra o agente oxidante DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila), utilizando-se o método do radical
livre estavel. Contudo, o extrato do S. acanthodes mostrou-se dependente da dose, pois com o aumento
da dose utilizada houve um aumento da atividade antioxidante, ao contrario do extrato do S. crinitum,
que se mostrou estavel.

Santos & Lima (2013), em estudo com o extrato etandlico das folhas de S. acanthodes, verificou
que a planta apresentou efeito de inibi¢ao sobre C. albicans, apresentando maior indice de inibigdo
utilizando o extrato vegetal foi de 2,4 em comparagdo ao produto quimico que foi de 3,4. O mesmo
evidencia-se ao estudo comparado ao de Neto & Lima (2014) ao verificar que o extrato etanoélico dos
frutos de Solanum grandiflorum, apresentou potencial fungicida sobre RAizoctonia solani, notando-se que
no final do experimento, a média de inibi¢ao das colonias dos fungos utilizando o extrato vegetal foi
de 4,4; no controle positivo, utilizando a agua destilada estéril, a média foi de 5,6, enquanto que no
controle negativo, utilizando o produto quimico, a inibi¢cao média foi de 4,5.

Estudos realizados por Anselmo & Lima (2014) também foi positivo quando utilizado extrato
vegetal do género Solanum contra C. albicans, possivelmente devido a presenca de um ou combinag¢do
de varios metabodlitos secundarios. Resultados semelhantes foram encontrado por Alves et al., (2005) ao
testar extratos brutos etanolicos das folhas e frutos verdes e maduros de S. palinacanthum, observando
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uma inibi¢cdo do crescimento da levedura C. albicans. Além disso, Nascimento et al., (2006) relataram
a atividade antimicrobiana iz vitro de extratos vegetais de S. paniculatum Lam., sobre o crescimento da
bactéria Ralstonia solanacearum.

CONSIDERACOES FINAIS

Conclui-se que S. acanthodes é de grande importancia na medicina, apresentando metabolitos
secundarios que servem de matéria-prima para diferentes farmacos e afecgbes e indicagbes terapéu-
ticas a serem utilizadas e testadas e que a mesma apresentou atividade fungicida sobre C. albicans,
pois apresentou inibi¢ao de crescimento se comparado ao produto quimico, porém novos métodos e
concentragdes precisam ser testados.
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