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RESUMO

As plantas sao consideradas recursos promissores no tratamento de muitas doencas
que assolam a humanidade, principalmente no caso de infecgcdes bacterianas e
fungicas que tem sido motivo de preocupagdo mundial, devido ao aumento da
resisténcia microbiana aos antibidticos disponiveis no mercado. Essa perspectiva é
particularmente interessante para o Brasil, em razao da riqueza de sua biodiversidade
€ ao uso tradicional de plantas medicinais pela populacdo. Dentre essas espécies
medicinais esta inserida a Verbesina macrophylla (Cass.) Blake (Asteraceae) utilizada
na medicina popular para o tratamento de infec¢des bacterianas, fungicas, do trato
urinario, respiratorio, bronquite, problemas renais, inflamacoes e febre. Neste trabalho
a especie foi submetida a ensaios de atividade biolégica e estudos fitoquimicos. A
atividade antimicrobiana dos extratos bruto em hexano, acetato de etila e etanol das
folhas de V. macrophylla, através do método de microdiluigdo, revelou atividade contra
bactérias Gram positivas (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e
Micrococcus luteus), com Concentragao Inibitéria Minima (CIM) entre 500 ug/mL e
7,81 pg/mL. Os mesmos extratos apresentaram-se inativos contra fungos em
concentragcbes até 500 ug/mL. O fracionamento do extrato em acetato de etila
utilizando Cromatografia em Coluna (CC) resultou em 51 fragdes, analisadas através
de Cromatografia em Coluna Delgada Analitica (CCDA), as quais a acéao
antimicrobiana pode ser observada em baixa polaridade contra bactérias Gram
positivas com concentracdo de 1000 ug/mL e frente as cepas fungicas filamentosa
(Aspergilus niger) e leveduriforme (Candida albicans). O estudo fitoquimico revelou
dois compostos (6-O-b-E-p-coumaroyl-4a-hydroxyeudesmane e 6-O-b-Z-p-
coumaroyl-4a-hydroxyeudesmane). Essas substancias foram ativas contra bactérias
Gram-positivas com CIM entre 2,5 e 3,9 ug/mL e agao bactericida para S. aureus e B.
cereus. O ensaio de citotoxidade em hemacias dos extratos bruto em hexano e acetato
de etila apontou ligeira hemdlise apenas para o extrato hexanico, demonstrando a
seguranga toxicoldgica dos extratos. O estudo de cinética do crescimento microbiano
da fracdo VMF19-20 utilizando o método time-kill revelou efeito bacteriostatico

dependente da concentragao, para a cepa Bacillus subtilis.

Palavras-chave: Verbesina macrophylla; atividade biologica; planta medicinal;

sesquiterpenos.



ABSTRACT

Plants are considered promising resources in the treatment of many diseases that
plague humanity, especially in the case of bacterial and fungal infections that have
been a matter of worldwide concern, due to the increase in microbial resistance to
antibiotics available on the market. This perspective is particularly interesting for Brazil,
due to the richness of its biodiversity and the traditional use of medicinal plants by the
population. Among these medicinal species is Verbesina macrophylla (Cass.) Blake
(Asteraceae) used in folk medicine for the treatment of bacterial and fungal infections
of the urinary tract, respiratory tract, bronchitis, kidney problems, inflammation and
fever. In this study, the species was submitted to biological activity assays and
phytochemical studies. The antimicrobial activity of crude extracts in hexane, ethyl
acetate and ethanol from leaves of V. macrophylla, through the microdilution method,
revealed activity against Gram positive bacteria (Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus, Bacillus subtilis and Micrococcus luteus), with inhibitory concentration
minimum (MIC) between 500 pyg/mL and 7.81 pg/mL. The same extracts were inactive
against fungi at concentrations up to 500 ug/mL. The fractionation of the extract in ethyl
acetate using Column Chromatography (CC) resulted in 51 fractions, analyzed by
Analytical Thin Column Chromatography (ADCC), which antimicrobial action can be
observed in low polarity against Gram positive bacteria with concentration of 1000
Mg/mL and against filamentous (Aspergilus niger) and yeast (Candida albicans) fungal
strains. The phytochemical study revealed two compounds (6-O-b-E-p-coumaroyl-4a-
hydroxyeudesmane and 6-O-b-Z-p-coumaroyl-4a-hydroxyeudesmane). These
substances were active against Gram-positive bacteria with MIC between 2.5 and 3.9
Mg/mL and bactericidal action against S. aureus and B. cereus. The cytotoxicity assay
in red blood cells of the crude extracts in hexane and ethyl acetate indicated slight
hemolysis only for the hexane extract, demonstrating the toxicological safety of the
extracts. The study of microbial growth kinetics of the VM-F19-20 fraction using the
time-kill method revealed a concentration-dependent bacteriostatic effect for the

Bacillus subtilis strain.

Key Words: Verbesina macrophylla; biological activity; medicinal plants;

sesquiterpenos.
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1 INTRODUGAO

O uso de plantas para fins medicinais € umas das praticas mais antigas
humanidade, muitas espécies eram utilizadas para auxiliar na cura de doencas, sendo
esse conhecimento transmitido de geracdo em geragéo. Assim, elas representam os
primeiros recursos farmacoldgicos a serem utilizados em sociedade. As propriedades
curativas dos constituintes das plantas advém do sistema de defesa dos vegetais, o
qual gera compostos com variadas estruturas moleculares, muito superiores daqueles
derivados de produtos sintéticos (PRADDEPA et al., 2014). De forma que o reino
vegetal € uma inspiragdo para o desenvolvimento de novas drogas (NEWMAN;
CRAGG, 2012), sendo foco da pesquisa moderna, devido a sua grande diversidade
quimica, que pode fornecer substancias com variados efeitos farmacolégicos (WANG
etal., 2011; YANG et al., 2017).

Grande parte da populagao faz uso de plantas medicinais por ser considerado
um tratamento menos agressivo ao organismo, e em consequéncia do elevado custo
dos medicamentos sintéticos, o que os torna menos acessiveis (NOBREGA et al.,
2017). Em comunidades mais isoladas e em regides mais pobres, as plantas
medicinais se destacam por ser o0 unico recurso terapéutico, ainda que seus
constituintes quimicos ndo sejam totalmente conhecidos (MACIEL, 2002; BERTINI,
2005). Sabendo disso, o uso popular constitui-se como uma importante estratégia
para a descoberta de novos farmacos (BARNES et al., 2012).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 80% da
populagao utiliza a medicina tradicional ou a fitoterapia para tratar suas enfermidades
(KHAN; AHMAD, 2019). No Brasil, em 2006, o Ministério da Saude langou a Politica
Nacional de Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC), que oferecia aos
usuarios do Sistema Unico de Saude (SUS), servicos que contemplassem a
Fitoterapia, principalmente no dmbito da Atengdo Primaria a Saude (APS) (BRASIL,
2006; MATTOS et al., 2018). Atualmente, na rede publica, o Ministério da Saude (MS)
promove a utilizagdo de 13 medicamentos fitoterapicos (BRASIL, 2020).

As principais vantagens dos fitoterapicos sdo o baixo custo, a acessibilidade e
geralmente menos efeitos colaterais. As pesquisas realizadas com as plantas
medicinais sdo muito importantes para confirmar sua seguranca e eficacia
(BHATTACHARYA, 2017). A avaliacao da atividade biolégica de uma planta deve

abranger aspectos associados a atividade farmacoldgica e toxicologica das
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substancias isoladas, de fracbes obtidas ou de extratos totais do vegetal, essas
informagdes sao fundamentais para a transformacgdo da planta medicinal em um
produto fitoterapico (TOLEDO et al., 2003). Em paises com flora diversificada ja
existem varios estudos sobre as atividades antimicrobianas de extratos e Odleos
essenciais de plantas nativas (HOLETZ et al., 2002; ARAUJO, 2010).

A diversidade de espécies vegetais presentes no Brasil constitui uma de suas
maiores riquezas, o pais abriga aproximadamente 20% do numero total de espécies
do planeta (CALIXTO, 2003). O que possibilita o estudo de muitas dessas plantas para
que seja comprovada a agao terapéutica e posteriormente o desenvolvimento de
fitoterapicos que auxiliem na prevencao ou cura de doencgas (GIULIETTI et al., 2005;
KLEIN et al., 2009). No entanto, mesmo o territério brasileiro possuindo esta rica flora
com ampla utilizacdo de plantas medicinais pela populagdo, permanece a
necessidade de estimular pesquisas relacionadas a potencialidade terapéutica dos
metabdlitos de plantas (FAGUNDES et al., 2017). Embora seja considerado o detentor
da maior diversidade vegetal do mundo, o Brasil possui lacunas a serem preenchidas
em relagcédo a pesquisas com énfase nos produtos naturais, uma vez que apenas 8%
do total de espécies no pais foi estudado (GONCALVES, 2015).

Com o surgimento de bactérias altamente resistentes, os estudos por extratos
de plantas que exer¢am alguma ag¢ao antimicrobiana oportunizam a elaboragao de
novos agentes contra infec¢gdes de dificil tratamento (ELOFF, 1998). As doencgas
infecciosas continuam sendo a principal causa de morbidade e mortalidade no mundo
todo. Uma explicagdo para este fato € que os microrganismos possuem grande
capacidade para a aquisicdo de resisténcia aos antimicrobianos, fato que se deve
principalmente ao uso indiscriminado, sem orientacdo médica ou farmacéutica, de
antibidticos pela populagdo (MADDILA; HEMALATHA, 2017).

Sabendo disso é importante relatar que substancias obtidas de espécies
nativas do Brasil, que apresentem atividade antimicrobiana e baixa toxicidade, podem
se tornar uma alternativa viavel para a obtencédo de antibiéticos naturais, com baixo
custo e acessivel para populacédo carente das localidades onde estas espécies sao
encontradas (COSTA et al., 2005). Antibiéticos oriundos de produtos naturais
geralmente apresentam estruturas quimicas complexas importantes para as
interagdes especificas e reconhecimento por alvos macromoleculares em bactérias
patogénicas (WALSH, 2003)
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Dentre a grande variedade de plantas com propriedades medicinais encontram-
se as espécies pertencentes a familia Asteraceae, que apresentam grande valor para
a industria farmacéutica, e em virtude disso, tem sido objeto de estudo de muitas
pesquisas, a fim de servir como subsidio para novos farmacos com acao
antimicrobiana, anti-inflamatéria, antiprotozoario e analgésico (LORENZI; MATOS,
2021; MARTINEZ et al., 2020).

O género Verbesina um dos maiores da familia Asteraceae com cerca de 300
espécies (KARIS; RYDING, 1994), tem sido amplamente utilizado na medicina
tradicional para o tratamento de diversas enfermidades (MORA et al., 2013). A espécie
Verbesina macrophylla por exemplo possui indicagdo popular no tratamento de
infeccbes, problemas renais e febre. Dessa espécie ja foram isolados terpenos,
monoterpenos e sesquiterpenos (BOHLMANN et al., 1980, MAIA et al.,, 2011,
BEZERRA et al., 2018, DE VERAS et al., 2021). Segundo Lorenzi e Matos (2021), os
terpenos sao os principais responsaveis pelos efeitos antisséptico, anti-inflamatério,
antipirético.

Diante do exposto, pode-se afirmar que a investigacdo de compostos
terapéuticos alternativos oriundos de plantas medicinais € uma necessidade. Sendo
de grande relevancia o aprofundamento das informagdes acerca de espécies com
potencial para o desenvolvimento de novos farmacos. Dessa forma, o presente estudo
€ muito pertinente, ao contribuir para o conhecimento quimico e bioldégico da familia

Asteraceae.
1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo geral

Contribuir para o conhecimento do perfil quimiotaxonbmico da familia
Asteraceae através do estudo biolégico e fitoquimico da espécie Verbesina
macrophylla (Cass.) Blake (Asteraceae).

1.1.2 Objetivos especificos

e Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos brutos em

hexano, acetato de etila e etanol oriundos das folhas de Verbesina macrophylla
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frente a cepas bacterianas Gram-positivas e Gram-negativas, e a fungos

filamentosos e leveduriformes;

Realizar fracionamento cromatografico do extrato de melhor atividade

bioldgica;

Avaliar a atividade antibacteriana e antifungica das fragdes;

Determinar a Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das fracbes de melhor

atividade;

Determinar a classificagcdo da acado antimicrobiana das fragcbes de melhor

atividade;

Avaliar a citotoxidade em hemacias dos extratos brutos;

Avaliar a cinética de morte microbiana da fragcado de melhor atividade frente a

bactéria Gram-postiva Bacillus subtilis;

Realizar o estudo fitoquimico das fragdes ativas;

Caracterizar os componentes ativos da amostra mais pura;
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Os antibioticos e a resisténcia microbiana

Antibioticos podem ser definidos como compostos naturais ou sintéticos
capazes de inibir o crescimento ou causar a morte de bactérias. Conforme o
mecanismo de acdo podem ser classificados como bactericidas, quando causam a
morte celular, ou bacteriostaticos, quando provocam a inibicdo do crescimento
microbiano (WALSH, 2003).

Os primeiros antimicrobianos foram produzidos sinteticamente. Em 1910 o
bidlogo bacteriologista alemao Paul Ehrlich fez uma enorme contribuicdo para o
tratamento da sifilis através da descoberta da arsfenamina, composto que apresenta
em sua estrutura o arsénico, sendo comercializado como salvarsan (PATRICK, 2005).

No entanto, o marco na terapia das infec¢gdes bacterianas ocorreu com a
descoberta da Penicilina pelo meédico inglés Alexander Fleming, em 1928
(NICOLAOU, 2008). Anos depois, em 1934 houve a introdugao daproflavina, agente
amplamente utilizado na Segunda Guerra Mundial, especialmente contra infec¢bes de
feridas profundas. Este composto apresentava alta toxicidade para ser usado em
infecgdes bacterianas sistémicas, fato que evidenciava a necessidade da busca por
novos agentes (PATRICK, 2005).

Em 1935, Gerhard Domagk constata que o corante vermelho prontosil apre-
sentava atividade in vivo contra infecgdes causadas por espécies de Streptococcus,
este fato foi um marco na quimioterapia antibacteriana. O prontosil originou uma nova
classe de antibidticos de origem sintética, as sulfas ou sulfonamidas. Introduzida no
inicio dos anos 1940 se estabeleceram como a primeira classe de drogas efetivas
contra infecgdes sistémicas (PATRICK, 2005).

A resposta terapéutica da penicilina era superior a das sulfas e a comprovagao
de que fungos produziam substancias capazes de inibir a proliferacdo das bactérias
motivou uma nova frente de pesquisas na busca por novos agentes antimicrobianos:
a prospeccdo em culturas de microrganismos, principalmente fungos e
actinobactérias. Apenas em 1940 a penicilina G, ou Benzilpenicilina foi introduzida
como agente terapéutico e s6 entdo a penicilina comega a ser produzida em escala
industrial, especialmente em consequéncia da Segunda Guerra Mundial (PROJAN,
2004).
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A descoberta realizada por Alexander Fleming deu inicio a era da
antibioticoterapia, contribuindo com o aumento da expectativa de vida das pessoas
que sofriam com doencas infecciosas, antes de dificil tratamento e de alta mortalidade
(SCHAECHTER et al., 2002)

O periodo entre 1940 e 1970 é marcado pelo surgimento de novos antibiéticos,
considerado a “era do ouro”. Desde entado, muitos outros tém sido desenvolvidos a
partir de diferentes fontes, com variados alvos e mecanismos de agcdo sendo mais
eficientes e acarretando menos efeitos colaterais (KONG et al., 2010)

De acordo Walsh (2003), a literatura registra inumeros antibidticos, dos quais
muitos foram originados de microrganismos, € muito embora essa grande parcela,
seja produzida por meio desses microrganismos, outra parte significativa resultou da
modificagdo quimica dos antimicrobianos conhecidos, ou de metabdlitos microbianos,
as penicilinas e cefalosporinas semissintéticas, tetraciclinas e rifamicinas modificadas,
clindamicina e troleandomicina s&o apenas alguns exemplos. O autor ainda relata que
existem também antibidticos obtidos inteiramente por sintese, como é o caso do
cloranfenicol.

As plantas também produzem um vasto numero de substancias naturais com
potencial antimicrobiano e imunomodulador na tentativa de adaptacao as agressdes
do meio ambiente (WILLIAMS, 2001). A busca pelo conhecimento da presenga de
substancias antimicrobianas nos vegetais superiores teve grande impulso apés a
descoberta da penicilina (LIMA, 2001).

Os antibidticos tém papel fundamental no tratamento de doencas, sdo a
segunda classe de droga mais utilizada no mundo, sendo responsavel por 20 a 50%
das despesas hospitalares, correspondendo a uma parcela expressiva das
prescricdes em atendimentos ambulatoriais (SAEZ-LLORENS, 2000).

As drogas antimicrobianas possuem forma farmacéutica e posologia de
tratamento diferentes de acordo com a patologia, em caso de ser utilizado por conta
prépria, consumido em dosagem diferente da prescrigdo ou interrompido o tratamento
sem a orientacdo médica, algumas consequéncias negativas podem ocorrer (DEL
FIOL et al., 2010). A consequéncia desse cenario € que o uso desordenado de
antibidticos pode levar a graves problemas de saude publica, a exemplo do
crescimento da mortalidade, devido ao surgimento de superbactérias resistentes aos
antibidticos disponiveis atualmente no mercado (MONTEIRO et al., 2020). Essa

resisténcia aumenta progressivamente desde a utilizagcdo dos primeiros antibiéticos,
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constituindo-se uma ameaca a todo um século de avancgos na medicina (LOUREIRO
etal., 2016). Sobretudo, pelo uso indiscriminado que contribuiu de modo decisivo para
a selegao dos microrganismos e consequentemente do problema que enfrentamos: a
resisténcia aos antimicrobianos.

Antes da chegada do século XXI a resisténcia bacteriana predominava em
ambientes hospitalares. Nos dias atuais essa resisténcia esta associada a diversos
ambientes e pode afetar inclusive os individuos saudaveis (WOODFORD, 2005). Uma
possibilidade a ser adotada na tentativa de contornar essa problematica que aumenta
ano apds ano é o uso de terapias associadas (FERNANDES, 2006). No entanto, o
uso extensivo e muitas vezes irracional dos antibidticos, condi¢gbes precarias de
higiene, fluxo continuo de viajantes, o aumento de pacientes imunocomprometidos e
a lentiddo no diagnostico das infecgdes bacterianas tém levado ao aumento da
resisténcia (VON NUSSBAUM, 2006).

A compreensao dos mecanismos bioquimicos e genéticos envolvidos na
resisténcia bacteriana € de suma importancia para o entendimento do processo que
leva a bactéria a desenvolver resisténcia. Embora esses mecanismos sofram variagao
de patégeno para patéogeno, a resisténcia € promovida por alguns fatores
fundamentais: inativacdo do antimicrobiano diretamente na molécula bioativa por
alteragbes quimicas, comumente causadas por enzimas bacterianas (WRIGHT,
2005); modificagdo do alvo, o que leva a uma diminuigdo de sensibilidade ao
antibiético (LAMBERT, 2005); alteragdes na bomba de efluxo e permeabilidade
externa da membrana, que causa a redugao da concentragdo do antibiotico sem sua
modificagao quimica (ALLINGTON, 2001); transferéncia do alvo: o que significa que
determinadas bactérias tornam-se insensiveis a alguns antibiéticos devido a sua
capacidade de transmitir a inativagdo de uma determinada enzima, isto é, os
antibioticos que apresentam mecanismos de agao que requerem inibicao enzimatica
tornam-se inativos por n&o possuir o alvo para atuar (HAPPI et al., 2005).

E importante destacar que embora ja seja do conhecimento da populacéo as
dificuldades com a descoberta de antibacterianos, os problemas para a criagao de
drogas antifungicas sao ainda mais agudos (NEWMAN; CRAGG, 2020). Todos os
novos agentes sao efetivamente baseados no azol, enquanto novos fungos
infecciosos estdo sendo descobertos em pacientes. Dados de 2019 do Centro de
Controle de Doenga demonstram que as infecgbes por Candida auris vem

aumentando com resisténcia ao fluconazol, as equinocandinas (com resisténcia sendo
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estabelecida durante o tratamento), essa realidade é observada até mesmo com
anfotericina B em cerca de 30% dos isolados clinicos (NEWMAN; CRAGG, 2020). O
fato de alguns antifuUngicos apresentarem agao fungistatica e ndo fungicida (azois),
pode contribuir para o surgimento de microrganismos resistentes (RANG et al., 1997;
ZACCHINO et al., 2003).

O Plano de Acéao Global, aprovado na Assembleia Mundial de Saude em 2015
estabelece estratégias que podem ser adotadas para retardar o surgimento e
amenizar a propagac¢ao de microrganismos resistentes a esses agentes terapéuticos
reduzindo a carga da doenga e a propagacao da infec¢do: prevencédo de doengas
infecciosas com o uso de vacinas; uso racional de antibiéticos; controle e prevengao
da propagacao de microrganismos resistentes; descoberta e desenvolvimento de
novas drogas; conscientizagdo da populacdo; agdo de medidas higiénico sanitarias;
diminuicdo do uso de terapias empiricas por parte dos profissionais de saude; além
disso, a identificacdo dos genes causadores da resisténcia, bem como sua
localizacao e diversidade s&o importantes para a compreensao dos fatores envolvidos
na resisténcia (WHO, 2015).

O monitoramento da AMR (resisténcia antimicrobiana) foi realizado através de
diferentes métodos em cada pais que participou do Plano de Agao Global de 2015, e
as adequacgodes foram realizadas de acordo as condi¢des tecnoldgicas e financeiras
locais. O Plano de Agédo Nacional de Prevencdo e Controle da Resisténcia aos
Antimicrobianos no Ambito da Saude Unica (PAN-BR), publicado pelo Ministério da
Saude em 2018, descreve que o monitoramento da resisténcia antimicrobiana no
Brasil se dara a partir da implementacdo de uma rede nacional de informacao
integrada para a vigilancia e monitoramento da AMR na esfera da saude humana,
através de metodologias e modelos de segurancga laboratorial, orientando protocolos
clinicos para tratamento e analisando as tendéncias epidemioldgicas (BRASIL, 2018).

Embora, diversas iniciativas tenham sido elaboradas e estejam em vigor para
o enfrentamento da Resisténcia Bacteriana, as solugdes ainda sao insuficientes para
mensurar a gravidade e impacto das infecgcbes (ESTRELA, 2018). Nesse sentido
Souza, (2008) acrescenta que diante do crescimento de drogarias e farmacias a
fiscalizacdo ganha mais complexidade nesses estabelecimentos, demonstrando em
pesquisas que a Resolugao de Diretoria Colegiada (RDC) n.° 20 de 25 de julho de
2011 que controla a venda de antibiéticos, ndo demonstram ser tao eficazes, visto que

o controle de prescricdes nao é igualmente fiscalizado em todos os locais de venda.
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Nao existem duvidas de que os antibidticos reduziram acentuadamente a taxa
de mortalidade humana em consequéncia das infecgbes, como também evitou a
ocorréncia de outras tantas patologias, de maneira a contribuir para a saude e bem-
estar da populagéo durante a ultima metade do século XX (RIPOLL-COZZANO, 2002).
Entretanto a resisténcia bacteriana resultante da utilizacdo indiscriminada dos
antimicrobianos sempre sera uma questdo grave de saude publica, porém para que
se possa manter o minimo controle em face a essa problematica mundial, é preciso
que os profissionais estejam cada vez mais cientes deste mal e responsaveis em suas
atribuicées no dia a dia de seu oficio para com os pacientes. Ainda assim, nao sera a
solugao completa (OLIVEIRA, 2020).

Diante desse cenario é possivel afirmar que a importancia de pesquisar a
aplicagao de novas substancias obtidas a partir da extracdo de principios ativos das
diversas espécies vegetais esta na possibilidade de encontrar meios para combater
patdgenos, que constantemente adquirem resisténcia aos antibidticos
industrializados. (GONCALVES et al., 2011). Nesse contexto Newman e Cragg,
(2020) relatam que os produtos naturais ainda oferecem as melhores op¢des para se
encontrar novos compostos ativos, ou modelos que possam ajudar na cura de uma
variedade de doencas que afetam a humanidade. Em consonancia a essa afirmagao
os autores ainda descrevem que dos 162 agentes antibacterianos aprovados entre
primeiro de janeiro de 2015 a 30 de setembro de 2019, pouco mais de 48% desse
total se enquadrava nas categorias de Produto Natural Inalterado (N) ou Derivado de
Produto Natural (ND), enquanto 22,2% desses agentes eram totalmente sintéticos.

Com relagdo a agentes antifungicos, existem dois compostos a base de
produtos naturais em testes de fase lll, que podem aumentar as estatisticas de
produtos naturais em um futuro relativamente préximo, um deles é enfumafungina, um
triterpeno que levou ao semissintético ibrexafungerp, que esta em quatro ensaios
atuais de fase Ill. E necessario enfatizar que os estudos de fase Ill em agentes anti-
infecciosos s&o estudos comparativos randomizados em pacientes doentes
confrontando com o melhor tratamento atual (NEWMAN; CRAGG, 2020).

2.2 Metabdlitos secundarios e o potencial de bioprospecc¢ao

O conjunto de reagbes quimicas que ocorre em cada célula € denominado

metabolismo. Os compostos quimicos que sao sintetizados, degradados ou
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modificados s&o chamados de metabdlitos (SIMOES et al., 2010), que por sua vez
podem ser divididos em metabdlitos primarios e metabdlitos secundarios
(WAKSMUNDZKA-HAJNOS et al., 2008).

O metabolismo primario promove um conjunto de reagdes que exercem
funcdes essenciais para a sobrevivéncia dos vegetais. Entre os compostos que estéo
envolvidos nesse processo encontram-se as proteinas, carboidratos, aminoacidos e
acidos nucleicos. Essas moléculas irdao desempenhar um importante papel de
regulacéo da atividade bioldgica, respiracao, fotossintese e o transporte de solutos
(CUNHA et al., 2016; DE ARAUJO et al., 2018).

Em contrapartida os metabdlitos secundarios séo substancias produzidas em
menor propor¢cado, quando comparado com oOs primarios, € que, nem sempre estao
envolvidos em fungdes vitais da planta ou até mesmo presente em todas elas. Além
disso, sdo conhecidos por serem produzidos em tipos especificos de células e em
distintos estagios de desenvolvimento do vegetal, o que torna o seu isolamento e
purificacao extenuante (UNDERHILL et al., 1980).

Os compostos do metabolismo secundario podem estar armazenados em
diferentes partes de 6rgaos do vegetal. Essas moléculas sdo extremamente diversas.
Cada familia, género, e espécie produzem uma categoria quimica caracteristica ou
uma mistura delas, que por sua vez, podem ser utilizadas como caracteres
taxondmicos na classificacéo das plantas (WAKSMUNDZKA-HAJNOS et al., 2008).
Esses constituintes quimicos favorecem a dispersao de sementes, atuam como
antibidticos, antifungicos e antivirais protegendo a espécie de patdgenos. Ha ainda
compostos que tem grande relevancia na absorgao da luz ultravioleta impedindo que
as folhas sejam danificadas (VIZZOTO et al., 2010; FUMAGALI et al., 2008).

Deve-se ainda destacar que os metabdlitos secundarios atuam nas interagoes
que acontecem entre plantas, na competicado por recursos (alelopatia), inclusive
quando esta competigao ocorre entre individuos de uma mesma espécie (autopagia),
de forma que a associacdo de metabdlitos especificos pode ser toxica para a planta
que é atingida (POSER; MENTZ, 2010).

Sabendo disso pode-se dizer que a produgao dos metabdlitos secundarios é
fortemente influenciada pelo ambiente, e conforme as condigcbes ambientais é
desviado para rotas distintas resultando em produtos de multiplas formas e variacoes
durante essa influéncia. As modificagbes acontecem como uma resposta das plantas

a diversos fatores tais como: sazonalidade, ritmo circadiano, desenvolvimento;
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temperatura; disponibilidade hidrica; altitude e nutrientes (GOBBO-NETO; LOPES,
2007). Outras possiveis fontes de interferéncia nessa producdo sao: fatores
ontogenéticos, o que contempla a variagdo da concentragcdo e da composigao
segundo a idade e estagio de desenvolvimento no qual a planta se encontra; fatores
genéticos, uma vez que os metabdlitos secundarios sédo biossintetizados a partir de
metabdlitos primarios pré-existentes, e para que ocorram essas transformacgdes sao
indispensaveis reacdes de catabolismo molecular, que € realizado por intermédio de
enzimas celulares, e estas sdo expressas pelos genes, que sao orientados, assim
como os demais processos celulares, por um controle genético (LEITE, 2009).

Os metabdlitos secundarios sao divididos em trés grandes grupos distintos
quimicamente: compostos fendlicos, terpenos e alcaloides (TAIZ; ZEIGER, 2009). Sao
classificados de acordo a sua estrutura quimica: possuir anel aromatico, podendo
apresentar ou ndo unidades de agucar; composi¢do, ou seja, se contém ou néo
nitrogénio; e a via pela qual sao biossintetizados, que seria a origem da planta ou
sua solubilidade em diferentes solventes (BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2003;
WAKSMUNDZKA-HAJNOS et al., 2008).

Os terpenos sao originados a partir do acido mevaldnico (no citoplasma) ou do
piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Sao quimicamente formados
principalmente por hidrocarbonetos insaturados designados como "alcenos naturais”,
com variados graus de oxigenacgao (alcodlica, cetbnica etc.) nos grupos substituintes
ligados ao esqueleto da cadeia carbdnica basica (FELIPE; BICAS, 2017; HARBORNE,
1999). Sao conhecidos pela vasta aplicagao industrial, entre elas pode-se destacar:
fixador de perfumes, solventes, matéria-prima para produgéo de tintas, graxas e ceras,
além de fazer parte da medicina popular atuando na cura de muitas enfermidades
(HARTMANN, 2007; FELIPE; BICAS, 2017).

Os compostos fendlicos sao caracterizados por apresentar em sua estrutura
pelo menos um anel aromatico com um ou mais grupos substituintes hidroxilicos
(CUNHA et al., 2016). Eles podem ser sintetizados por duas vias metabdlicas, a via
do acido chiquimico e via acido mevalbnico. A classe de compostos fendlicos dos
metabdlitos secundarios desempenha diversos efeitos bioldgicos, entre eles: acao
antioxidante, anti-inflamatéria, antitumoral, inibicdo de danos do colageno, redugao do
colesterol sérico, estimulo do sistema imunoldgico, entre outros (CUNHA et al., 2016;
FUMAGALI et al., 2008; VIZZOTTO et al., 2010).
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Os alcaloides sdo moléculas organicas ciclicas que apresentam pelo menos
um atomo de nitrogénio (N) em um estado de oxidagado negativo e cuja distribuicédo é
limitada entre os organismos vivos. Sdo compostos farmacologicamente ativos e
majoritariamente encontrados em angiospermas (HENRIQUES et al., 2002). Essas
substancias bioativas possuem uma gama de efeitos fisiologicos, entre eles a
atividade antimicrobiana e pronunciado efeito no sistema nervoso. As substancias
bioativas correspondem a principios ativos comuns em plantas medicinais e toxicas
podendo ser usadas como venenos e alucinégenos (FUMAGALI et al., 2008;
VIZZOTTO et al., 2010; LOPEZ et al., 2012). Esses metabdlitos despertam grande
interesse nos pesquisadores, devido a heterogeneidade quimica do grupo, a
distribuicao restrita na natureza e ao impressionante potencial bioativo (ROBBERS et
al., 1997)

As substancias produzidas pelo metabolismo secundario se destacam devido
a diversidade de estruturas quimicas ja relatadas bem como pela bioatividade e
grande aplicabilidade das mesmas (NEWMAN; CRAGG, 2012). Tendo em vista a
perspectiva farmacéutica, o principal interesse no metabolismo secundario das
plantas estd no numero elevado de substancias farmacologicamente importantes.
Muitas técnicas podem ser empregadas para detectar e quantificar metabolitos
secundarios em amostras de espécies vegetais, e os estudos que envolvem métodos
espectrofotométricos sdo os mais praticos, reprodutiveis e acessiveis do que outras
metodologias, permitindo a investigacao de compostos na regido do ultravioleta ou
visivel (PEIXOTO SOBRINHO et al., 2011).

A caracterizagdo desses metabolitos geralmente inclui métodos classicos de
fitoquimica que se constitui na purificagdo e posterior determinacao estrutural das
substancias isoladas. Esses métodos sédo bastante eficientes, no entanto consomem
muito tempo, porém a grande quantidade de dados disponiveis atualmente sobre os
metabolitos secundarios isolados de plantas em conjunto as técnicas
espectroscopicas e espectrométricas é possivel analisar uma grande quantidade de
amostras com uma caracterizagao razoavel das principais classes de metabdlitos
secundarios (JANSEN et al., 2010; KIM et al., 2011; OKADA et al., 2010). O estudo
do perfil metabdlico de plantas € contemplado com uma diversidade de técnicas de
analise, no entanto a combinagdo entre Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H’
e a analise de componentes principais (PCA) tem sido amplamente utilizada
(FLORES-SANCHEZ et al., 2009; KIM et al., 2010; LIU et al., 2010).
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O potencial terapéutico dos metabdlitos secundarios contribuiu para que os
vegetais fossem utilizados ha séculos na medicina popular como forma de prevenir,
tratar e curar doengas (BRAIBANTE et al., 2014). O isolamento desses compostos
bem como a determinagdo da atividade biolégica podera fornecer maiores
informacodes, estimulando uma possivel utilizacdo como um método de controle de
doenga (SCHWAN-ESTRADA et al., 2003). Esses abrangentes efeitos biolégicos dos
metabdlitos presentes nas plantas demonstram que é fundamental conhecé-los cada
vez mais, pois a melhor compreensédo de como essas moléculas atuam pode levar a
inumeras possibilidades de pesquisas que direcionem a busca pela solugdo de
importantes problemas globais enfrentados atualmente, como por exemplo o combate
a resisténcia microbiana as drogas sintéticas disponiveis no mercado (BEZERRA,
2008).

2.3 Consideragoes botanicas

2.3.1 Familia Asteraceae

Asteraceae é considerada uma das maiores familias das Angiospermas,
abrangendo entre 24.000 e 30.000 espécies alocadas entre cerca de 1600 e 1700
géneros. Com distribuigdo cosmopolita esta presente em todos os continentes,
podendo ser encontrada principalmente nas regides tropicais, subtropicais e
temperadas, com excec¢ao da Antartida, (FUNK et al., 2009).

No Brasil, a Familia Asteraceae esta representada por aproximadamente 2.000
espécies e 300 géneros, contudo, acredita-se que esses valores estdo subestimados.
Essas plantas podem ser identificadas na forma de ervas, subarbustos, arbustos,
pequenas arvores ou lianas Eudicotiledoneas (SOUZA; LORENZI, 2008; DO
NASCIMENTO, 2020). Entre as Angiospermas, a familia € especialmente reconhecida
pela presenca de inflorescéncias do tipo capitulo envolvidos por bracteas, pela fusao
das anteras em torno do estilete configurando um anel, e pelo fruto do tipo cipsela,
frequentemente acompanhado de um conjunto de apéndices apicais denominado
papus. (FUNK et al., 2009). Possui maior ocorréncia de espécies em formacdes
campestres, sendo menos expressiva em florestas tropicais umidas e terras baixas
(JEFFREY, 2007).
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Na medicina popular, muitos remédios sao extraidos de espécies de Arnica,
Calendula e Echinacea. Espécies de Mikania sao utilizadas como remédios para
picada de cobra. Calea divaricata (Benth), é utilizada na Venezuela para tratar febre.
Espécies de Acmella, da América do Sul, e Salmea scandens (L) DC., da América
Central, sdo utilizadas para aliviar dores de dentes (PRUSK; SANCHO, 2004).
Baccharis, cujas espécies sdo popularmente conhecidas como carqueja € um género
de grande relevancia, pois apresenta elevado valor socioecondmico, sendo
potencialmente indicado como fonte de 6leo volatil de uso industrial (VERDI et al.,
2005). Baccharis tridentata (Vahl) por exemplo € citada por Correia (1926), como
febrifuga e diurética). A carqueja, (B. dracunculifolia), é utilizada para combater
disturbios gastricos, cansaco fisico, inapeténcia, afeccdes febris e debilidade organica
(MORS et al., 2000; SILVA JUNIOR, 1997).

Entre as espécies mais conhecidas do cerrado brasileiro podemos citar
Lychonophora ericoides (Mart) conhecida no senso comum, como arnica, utilizada na
medicina popular para combater inflamag¢des e Vernonia ferruginea (Less) [=
Vernonanthura ferruginea (Less.) H. Rob.], planta melifera cujas folhas s&o tidas como
diuréticas e cujas flores podem ser usadas em perfumarias (ALMEIDA et al., 1998).

Muitos trabalhos cientificos realizados com espécies da familia Asteraceae,
resultaram no isolamento de uma variedade de metabdlitos secundarios com
destaque aos flavonoides, alocados como importantes marcadores
quimiotaxonémicos (EMERENCIANO et al.,, 2001). Porém o potencial quimico-
biologico de espécies desta familia pode ser perdido pelo desmatamento que se
agrava pelo fato de algumas de suas espécies serem endémicas (TELES et al., 2009).

Segundo Cronquist, (1988) o sucesso evolutivo desta familia pode ser
parcialmente atribuido ao desenvolvimento de um sistema quimico de defesa que
incorpora uma produ¢ao combinada de metabdlitos secundarios originados dos tipos
poliacetilenos, lactonas sesquiterpénicas, carboidratos como os oligossacarideos,
alcaloides, terpenoides, flavonoides, além de acidos fendlicos, benzofuranos e
cumarinas (EMERENCIANO et al., 2001).

Lactonas sesquiterpénicas sdo compostos marcantes de 6leos essenciais e
resinas de Asteraceae (SPRING, 2000), s&o um dos grupos de metabdlitos
secundarios responsaveis pelas atividades anti-inflamatoérias, analgésica,
antimicrobiana e antitumoral de uma variedade de plantas medicinais, sendo essas

agdes investigadas e comprovadas através de ensaios farmacolégicos (LORENZI;
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MATOS, 2002; SIEDLE et al., 2003). Esse potencial fitoquimico € o principal
responsavel pela relevancia socioeconémica das plantas da familia Asteraceae na
medicina tradicional, bem como justifica o fato de serem largamente estudadas quanto
a sua composigdo quimica e atividade bioldgica, sendo que alguns dos seus
compostos sao utilizados para a producédo de farmacos e inseticidas (VERDI et al.,
2005). Além do uso medicinal, muitas espécies sao utilizadas na alimentagao, na

producdo cosmética ou, ainda, como plantas ornamentais (ROQUE, 2008).

2.3.2 Género Verbesina

O género Verbesina esta classificado na tribo Heliantheae, (subtribo
Verbesininae), possui cerca de 300 espécies distribuidas nas Américas, com a maioria
ocorrendo no México, Brasil e Andes. As espécies pertencentes a esse género
apresentam grande importancia econémica devido as suas propriedades quimicas
(BEZERRA et al., 2018; PANERO; CROZIER, 2016).

Um estudo compreendendo 47.000 ocorréncias de flavonoides,
correspondendo a 800 compostos diferentes, usando um sistema computacional
especialmente desenvolvido para propdésitos quimiotaxonémicos registra que a
expressdo maxima de flavonoides em Asteraceae € encontrada em Heliantheae
(EMERENCIANO et al., 2001). Nesse sentido, diversos estudos apontam que o0s
flavonoides além de desempenhar um importante papel de sobrevivéncia da planta
podem ser os principais responsaveis pelo potencial antimicrobiano (ROZATTO,
2012)

No Brasil podem ser encontradas nove espécies pertencentes ao género
Verbesina, com ocorréncias confirmadas nas regides Nordeste, Centro-Oeste,
Sudeste e Sul (MOREIRA, 2022). Podem ser caracterizadas por representantes
subarbustivos a arbustivos, mais raramente arboreos, de folhas alternas, raro opostas,
sésseis ou pecioladas, com laminas inteiras, pinatifidas ou pinatipartidas, margem
serreada a denteada, com capitulescéncias corimboide a paniculoide (MOREIRA;
CAVALCANTI, 2020).

O género Verbesina é diferenciado por apresentar substancias tais como, os
derivados de eudesmano e sesquiterpenos esterificados, frequentemente como
cinamatos ou cumaratos. Os primeiros a serem isolados foram os cumaratos de a-e

B-verbesinol extraidos das raizes da Verbesina subcordata (DC), coletadas no
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Paraguai. Diversos compostos sesquiterpénicos foram isolados, dentre eles,
derivados do germacradieno, e diversos cinamatos derivados de eudesmano
(JAKUPOVIC et al., 1987). Agra em (2007), relatou que sesquiterpenos, diterpenos e
triterpenos foram isolados em espécies pertencentes a este género.

Espécies de Verbesina tém sido largamente utilizadas na medicina tradicional
pelas comunidades no preparo de bebidas, chas, infusdes e extratos, como forma de
tratamento para diabetes, hipertensao, infec¢des e inflamagdes (MORA et al., 2013),
com algumas atividades bioldgicas ja validadas, como por exemplo a antibacteriana e
anti-inflamatéria de V. turbacensis (GUALTERI et al., 2005; LOBITZ et al., 1998),
atividades antiparasitarias e antitumorais de V. encelioides (EZZAT et al., 2016; AL-
OQAIL et al., 2016), atividade antibacteriana de V. negrensis (MORA et al., 2015) e
atividade anti-hipertensiva de V. caracasana (BOTTA et al., 2003).

A espécie Verbesina encelioides (Cav.) Benth e Hook planta nativa da América
do Norte, conhecida por apresentar atividade toxica, causando morte em bovinos e
ovinos, apresenta como principio toxico a guanidina galegina (3-metil-2-butenil-
guanidina) (AMARO-LUIS et al., 2002). Toursarkissian, (1980) menciona que a V.
encelioides apresenta uma atividade anti-hemorragica e cicatrizante, Roig, (2001)

acrescenta que esta espécie tem propriedades oftalmicas.

2.3.3 Espécie Verbesina macrophylla (Cass.) Blake

A primeira descri¢cao da espécie Verbesina macrophylla (Figura 1) foi realizada
por Cassine, depois revisada por Blake (MONDIN, 2015). E caracterizada por ser uma
planta subarbustiva, com ramos alados, folha alterna, variando de 12-23 x 5-8 cm,
deltdide, espatulada e dividida em segmentos horizontais; capitulos copiosos,
corimbosos e em panicula; ligula pequena e lanceolada, porém larga na ponta
(BAKER, 1882). E reconhecida pelas folhas pinatipartidas, pela ampla inflorescéncia
paniculoide, ramificada, pelos capitulos radiados com flores do raio brancas e
involucro cilindrico. Na natureza, é possivel sentir o forte odor azedo disperso pelas
capitulescéncias (MOREIRA; CAVALCANTI, 2020).

Com ampla distribuicado na América do Sul, apresenta ocorréncias confirmadas
nas regides Nordeste (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Sergipe),
Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro) e Sul (Parana) do Brasil.

Ocorre do nivel do mar até aproximadamente 1.500 metros de altitude, em populagdes
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amplas, podendo facilmente ser observada em beira de estradas e em ambientes
degradados. A floragéo e frutificagdo acontece mais concentradamente de junho a
setembro, e outubro a fevereiro (MOREIRA; CAVALCANTI, 2020).

V. macrophylla é conhecida popularmente na regido Nordeste do Brasil como
“assa peixe”, € uma espécie com ampla distribuicdo em areas de caatinga, campos
rupestre e cerrado. Ocorre em solos areno-argilosos e secos € conhecida pelas
comunidades tradicionais por seus poderes curativos na forma de chas, infusbes e
licores, para o tratamento de infecgbes bacterianas e infecgbes fungicas do trato
urinario e respiratorio, bronquite, problemas renais, inflamagdes e febre (BOHLMANN
et al., 1980; BEZERRA et al., 2018).

A literatura relata analises fitoquimicas que revelaram a presencga de terpenos:
6B-coumaroiloxi- germacra-1; 4-dieno; 6pB-feruloiloxi-germacra-1; 4-dieno; 6p-
coumaroiloxi-4B-hidroxieudesmano; 6B-feruloiloxi-43-hidroxieudesmano; germacreno
D; esqualeno; epoxi-cariofileno; humuleno; pentaineno; ferulato de bornila
(BOHLMANN et al., 1980) (Figura 2). monoterpenos: bornil-p-trans-cumarato e bornil-
p-cis-cumarato (MAIA et al., 2011) (Figura 3). Estudos do 6leo essencial da V.
macrophylla apontaram a presenga de sesquiterpenos, sendo componentes principais
germacreno D, germacreno D-4-ol, (E) -cariofileno, &-cadineno e biciclogermacreno
(BEZERRA et al., 2018, DE VERAS et al., 2021). De acordo com dados do estudo
apresentado por De Veras et al. (2021), o 6leo essencial desta espécie apresentou
atividade antimicrobiana, anti-inflamatoéria e efeitos antipiréticos encontrados com
seguranca toxicologica. Essas descobertas sugerem que novos estudos devem ser
realizados para avaliar o potencial biolégico de V. macrophylla em originar
fitomedicamentos, ja que as publicagdes relacionadas a sua atividade biologica sé&o

€SCassas.



Figura 1: Detalhes da espécie Verbesina macrophylla — a. ramo fértil; b. ramo alado; c. face adaxial;
d. face abaxial; e. capitulo; f. bracteas involucrais; g. flor do raio; h. flor do disco; i. cipsela.

Fonte: (MOREIRA; CAVALCANTI et al., 2020)
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Figura 2: Substancias isoladas de Verbesina macrophylla por Bohimann e colaboradores em 1980.
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Figura 3: Substancias isoladas de Verbesina macrophylla por Maia e colaboradores em 2011,

monoterpenos: bornil p-frans-cumarato (Vm-1) e bornil-p-cis-cumarato (Vm-2).
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3 METODOLOGIA DE PESQUISA

3.1 Coleta e identificagao do material botanico

O material botanico, (folhas) de Verbesina macrophylla (Cass.) Blake foi
coletado em agosto de 2021 no municipio de Alagoinhas — Bahia, em area da
Universidade do Estado da Bahia (UNEB) — Campus Il. O local da coleta foi
georreferenciado com as seguintes coordenadas (12°10'42"S e 38°24'43"W). A
identificacao foi realizada pela taxonomista professora Dra. Gracineide Selma Santos
de Almeida. Uma exsicata da espécie coletada fora preparada e tombada no Herbario
HUNEB da Universidade do Estado da Bahia sob o numero de registro N° 14858.

3.2 Processamento do material botanico

As folhas foram lavadas, em seguida, desidratadas em estufa com ar circulante
a uma temperatura média de 40°C durante cinco dias, apos a completa secagem
foram trituradas. O material seco e pulverizado proveniente de Verbesina macrophylla

pesou 514,52 g.

3.3 Obtencao dos extratos

O material vegetal seco e pulverizado foi submetido a extragao a frio usando
hexano, acetato de etila e etanol em ordem crescente de polaridade. Esse
procedimento consistiu na manutencdo do material dentro de um recipiente de vidro
imerso em solvente, sofrendo agitagdo em alguns momentos, e apdés um periodo de
72 horas foi filtrado. Essa etapa do processo foi repetida trés vezes consecutivas para
cada solvente empregado visando maximizar a extragao.

As solugdes extrativas obtidas foram concentradas com o auxilio do evaporador
rotativo a temperatura média de 45°C. Apds a completa evaporagao dos solventes
foram obtidos os extratos brutos hexanico, acetato de etila e etandlico. Os extratos
resultantes foram pesados e codificados, sendo denominados: EHexFVM (Extrato
Hexanico das folhas de Verbesina macrophylla) EACOEtFVM (Extrato Acetato de Etila

das folhas de Verbesina macrophylla) e EEtnFVM (Extrato Etandlico das folhas de
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Verbesina macrophylla) A Figura 4 apresenta a rota seguida para obtengao destes

extratos.

Figura 4: Esquema da obtencéo dos extratos hexanico, acetato de etila e etandlico deVerbesina

macrophylla (Vm).
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

3.4 Isolamento e purificagdo dos constituintes quimicos
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O isolamento e a purificagdo dos constituintes quimicos das folhas de V.
macrophylla foram guiados por bioensaios, levando também em consideragao a maior
disponibilidade de massa do extrato. Nessa etapa do trabalho foram realizados os
procedimentos apresentados na Figura 5.

Figura 5: Processo de isolamento e purificagdo dos constituintes quimicos de Verbesina macrophyila
(Vm). Concentragdo Inibitéria Minima (CIM); Cromatografia em Coluna (CC);
Cromatografiaem Camada Delgada Analitica (CCDA) Fracao (F).

Melhor Atividade

L|

Teste Antimicrobiano

Melhor atividade

Fonte: Elaborado pela autora (2022)
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3.4.1 Analises cromatograficas

A purificacdo e o isolamento dos constituintes quimicos da V. macrophylla
foram realizados utilizando-se métodos cromatograficos: Cromatografia em Coluna
(CC) e Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA).

A cromatografia em coluna consiste em um tubo cilindrico de vidro na posi¢ao
vertical, empregando como fase estacionaria Silica Gel 60 (MACHEREY — NAGEL)
(particulas com 0,063-0,2mm/ 70-230 mesh) e para a fase movel os solventes hexano,
acetato de etila e metanol de forma isolada ou em sistemas com gradiente crescente
de polaridade.

A Cromatografia em Camada Delgada Analitica foi empregada para a analise
das fragbes obtidas por CC. Essas cromatografias foram realizadas em placas de
vidros. A fase fixa foi preparada com suspensao de Silica Gel 60 (MACHEREY -
NAGEL) p/TLC, UV 254 nm, em agua destilada. Apds o preparo as cromatoplacas
secaram ao ar livre e foram ativadas em estufa a 120°C por duas horas.

As revelacdes das substancias nas cromatoplacas foram realizadas através da
exposicao a lampada de radiagao ultravioleta em dois comprimentos de onda (254 e
366 nm) em aparelho Mineralight, modelo UVGL — 58 e por impregnacao das placas

em camaras saturadas por vapores de iodo.

3.4.2 Fracionamento cromatografico do extrato bruto Acetato de Etila oriundo

das folhas de Verbesina macrophyila.

Para esse procedimento, retirou-se do extrato acetato de etila, uma aliquota de
14,4 g, que foi submetida a uma coluna cromatografica e realizado o processo de
particido com solventes de diferentes polaridades, iniciando com hexano, seguido de
acetato de etila e metanol, de forma isolada ou em sistemas de diferentes proporgdes.

Foram recolhidas 51 fracbes de 100 ml cada, depois etiquetadas e codificadas
da seguinte forma: Verbesina macrophylla Fragao 1 (Vm-F1), Vm-F2 ... Vm-F51. As
fracdes foram concentradas em evaporador rotativo e analisadas em CCDA. A tabela
1 demonstra a reunido de fragdes que foi realizada de acordo com os seus fatores de

retencao (Rf’s).
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Tabela 1: Fracionamento cromatografico do extrato acetato de etila das folhas de Verbesina
macrophylla (Vm). Hexano (Hex); Acetato de Etila (AcOEt).

FRAGAO ELUENTE PROPORCAO REUNIDAS

1-3 Hex 100

4-7 Hex:AcOEt 99:1 2-6

8-14 Hex:AcOEt 98:2 7-9; 11-12; 13-
14;

15-17 Hex:AcOEt 97:3 15-16

18-20 Hex:AcOEt 96:4 17-18; 19-20

21-23 Hex:AcOEt 95:5 21-22

24-41 AcOEt 100 23-24

42-51 Metanol 100

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

3.4.3 Caracterizagao estrutural dos constituintes quimicos isolados

A caracterizagdo dos constituintes quimicos isolados de V. macrophylla foi
realizada através da analise dos espectros obtidos da Ressonancia Magnética
Nuclear e os resultados encontrados foram comparados com os dados da literatura.

Os experimentos foram realizados no laboratério de Quimica Orgénica da
Universidade Federal da Bahia (UFBA). Para a obtengao dos espectros de RMN foram
utilizados espectrdmetros VARIAN-NMR-SYSTEM 500 MHz. O solvente empregado
para a dissolugdo das amostras foi o Cloroformio Deuterado (CDCL3).

Os deslocamentos quimicos (&) foram expressos em partes por milhdo (PPM)
e as constantes de acoplamento (J) em Hz. A diversidade dos sinais em RNM 'H foram
esbogadas segundo a convengdo: s (simpleto), sl (simpleto largo) d (dupleto), dd

(duplo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto).

3.5 Ensaios bioldgicos in vitro

3.5.1 Avaliagao da atividade antimicrobiana

Os experimentos para a avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos

brutos hexanico, acetato de etila e etandlico, bem como das fragdes obtidas das folhas
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de V. macrophylla foram realizados no Laboratério de Biologia Experimental
(LABEXP), localizado na Universidade do Estado da Bahia (UNEB). O método
utilizado para a realizacdo dos ensaios foi a técnica de microdiluicdo em caldo, em
microplacas de 96 poc¢os, com base no documento CLSI/NCCLS M7-A6 (NCCLS,
2012).

As cepas de bactérias inicialmente foram semeadas em placas de Petri
contendo Agar Mueller Hinton, utilizando a técnica em esgotamento de placa (HENRY,
1995). No experimento, o meio de cultivo empregado para bactérias foi o Nutriente
Broth e para fungos Caldo de levedura e Malte/Caldo de Malte. Para este ensaio foram
utilizados os seguintes microrganismos: Gram-positivos: Bacillus subtilis (ATCC
6633), Micrococcus luteus (ATCC 1024), Bacillus cereus (CCT 0096), Staphylococcus
aureus (ATCC 6538). Gram-negativos: Escherichia coli (ATCC 94863) e
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25619). As cepas fungicas utilizadas foram
Aspergillus niger (ATCC 16404), Candida glabrata (ATCC 00720) e Candida albicans
(ATCC 18804).

3.5.1.2 Preparacgao da solugao estoque da amostra

A solucédo estoque de cada extrato, foi preparada em uma concentracdo de
2000 pg/mL. O diluente utilizado foi o Dimetil Sulféxido (DMSO) a 20% v/v em agua.

A homogeneizagao foi realizada com o auxilio de um agitador de tubos.

3.5.1.3 Preparagao da suspensao do microrganismo

A suspensao de cada microrganismo testado foi preparada retirando uma
aliquota da biomassa do mesmo recentemente cultivado, com o auxilio de uma alga
de platina, e transferida para um tubo de ensaio contendo 10 mL de solugao salina.
Apds a homogeneizagao foi feita a comparagéo desta suspensdo, com a turbidez de
uma solugdo de Sulfato de Bario (BaSO4), correspondente a 0,5 na escala de
McFarlend. A suspensao do microrganismo foi diluida em meio de cultivo, de maneira
que foi transferido 100 pL desta suspens&o para uma placa de Petri contendo 10 mL

do meio, para que entao fossem distribuidas nos pocos da microplaca.

3.5.1.4 Microdiluigcoes
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As microdiluigdes foram realizadas distribuindo com o auxilio de uma
micropipeta multicanal 100 yL do meio de cultivo apropriado para os microrganismos
em teste, nos pocgos da placa. A solugao estoque da amostra foi testada em triplicata,
sendo distribuidos 100 yL da mesma na concentragdo 1000 pg/mL nos pogos A1 a
A3. Como controle positivo foram utilizados 100 pyL do antibiético Cloranfenicol 500
Mg/mL para o ensaio com bactérias e ciclopiroxolamina 500 pg/mL para fungos,
depositados nos pogos A4 a A6. Para o controle negativo foi utilizado 100 yL de DMSO
a 5 % v/v em agua destilada nos pogos A7 a A9. Os pogos A10, A11 e A12 receberam
somente meio de cultura, para que fosse confirmada a esterilidade da placa.

As diluicdes seriadas foram realizadas com fator de diluicdo dois, obtendo-se
as seguintes concentragdes da amostra: 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,62; 7,81 € 3,9
Mg/mL (Figura 6), com o auxilio de uma micropipeta multicanal, inicialmente
homogeneizando (3x) as solugbes dos pogos da fileira A e posteriormente
transferindo-se 100 pL para a fileira B e desta para a C, assim sucessivamente até a
ultima fileira (H), sendo descartado no final da diluicdo 100 pL.

Na etapa final da diluicdo seriada foram distribuidos 100 yL da suspenséao
bacteriana em todos os pogos da placa, obtendo-se um volume final de 200 pL em
cada poco. Logo apds a microplaca é tampada e incubada em estufa por 24 horas a

37°C. Ap0s esse periodo foi realizada a leitura dos resultados.

Figura 6: Esquema da placa de 96 pogos para a determinagéo da CIM.

1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12

— 500 ng/mL
—» 250 ng/mL
—> 125 ug/mL
—> 62.5 ng/mL
—»31.25 ng/mL
[ 15.62 ng/mL
—> 7.81 ng/mL

3.9 ug/mL

SE: Solugdo estoque: CP: Controle positivo: CN: Controle negativo: MC:

Meio de cultura

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

3.5.1.5 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM)



46

A concentragao inibitéria minima foi interpretada como a menor concentragao
do agente antimicrobiano que inibiu completamente o crescimento dos
microrganismos nos pogos, conforme detectado a olho nu observando a turvagéo dos
poc¢os quando ha o crescimento de bactérias e/ou fungo (NCCLS, 2012), bem como
através do teste do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol- -2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina]
um dos métodos mais utilizados devido a sua sensibilidade de detectar viabilidade

mitocondrial e, consequentemente, a viabilidade celular (MOSMANN, 1983).

3.5.1.6 Determinacgao da atividade antimicrobiana das fragoes obtidas do extrato
bruto Acetato de Etila

As analises foram realizadas seguindo a norma NCCLS (2012). Inicialmente
todas as fragbes foram testadas na concentragao de 1000 pug /mL sem que fossem
realizadas diluicdes seriadas. Apos a leitura dos resultados, foram selecionadas
fracdes com atividade antimicrobiana positiva e entdo submetidas a novos testes para

que fosse determinada a concentragao inibitéria minima no extrato.

3.5.2 Teste de citotoxidade com hemacias

A determinacgéo da atividade hemolitica foi realizada conforme a metodologia
da Farmacopeia Brasileira (2010), como apresentado na Figura 7. Esse teste consiste
em verificar o metabolismo da célula quando esta é exposta a uma determinada
substancia. No procedimento os extratos em Hexano e Acetato de Etila foram
adicionados nas concentragdes de: 10, 100 e 1000 pg/mL, a uma suspensao a 2%
com sangue de carneiro desfibrilado (Laborclin ®). Posteriormente a suspensao foi
misturada lentamente, durante um minuto, em duas etapas. Apds a primeira agitagao,
a mistura repousou por 30 minutos, apés nova homogeneizagdo foi mantida em
repouso por mais 150 minutos, em temperatura ambiente. Em seguida as amostras
foram centrifugadas a 3000 rpm por 5 minutos.

O grau de hemdlise foi qualitativamente avaliado pelo tom avermelhado no
sobrenadante obtido apds centrifugagdo. Foram atribuidos simbolos a intensidade de
hemdlise, onde uma cruz (+) indica ligeira hemolise, duas (++) significativa hemolise

e trés (+++) indica que houve hemdlise intensa. Nesse ensaio foi utilizada agua
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destilada como controle positivo enquanto a solugao salina e dimetilsulféxido (DMSO)
foram utilizados como controle negativo. Ambos receberam o0s mesmos

procedimentos empregados nas amostras testes.

Figura 7: Procedimento para determinagéo da atividade hemolitica. Sangue de carneiro desfibrilado
(SDC); Rotagdes por minuto (RPM).

Exposicdo

10; 100; 1000 pw/mL l 2 etapas |

3000 RPM

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

3.5.3 Efeito da fragado Vm-F19-20 sobre a cinética do crescimento microbiano
(time-kill).
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A Figura 8 apresenta os procedimentos realizados neste experimento, que foi
realizado de acordo a metodologia descrita por Klepser et al, 1998. Para a execugao
do teste foram utilizadas cepas de Bacillus subtilis repicados de acordo a técnica de
esgotamento de placa (HENRY, 1995).

Figura 8: Fluxo para a obtencéo do efeito da fragdo VM-F19-20 sobre a cinética do crescimento

microbiano (time-kill).

Repique

=
-
o
=

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Diluicbes

1l
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3.5.3.1 Determinacgao das unidades formadoras de coldénia (UFC) da suspengao

inicial

Inicialmente foram enumerados 4 tubos de ensaio. No tubo 1 foi colocado 9,990
ml de solugéo salina e nos demais 990 L, logo apds retirou-se 10 yL da suspensao
microbiana preparada anteriormente para ser colocada no tubo 1homogeneizando
(3x), deste tubo foi retirado 10 pL para ser colocado no 2 e assim sucessivamente até
0 quarto e ultimo.

Logo apés foi realizada a semeadura em triplicata das suspensdes diluidas.
Para tanto foi retirando 100 uL do tubo 2 e aplicado na superficie de uma placa de
Petri contendo Agar Muller Hilton, esse procedimento foi realizado com o tubo 3 e 4.
A suspensdo foi espalhada na superficie do meio com o auxilio de uma alca de
Drigaslky. Apos a semeadura as placas foram colocadas na estufa a uma temperatura

de 37 °C e apds 24 h efetuadas a contagem de coldnias.

3.5.3.2 Ensaio em microdiluicao

A solugao estoque foi preparada pesando 2 mg da amostra e solubilizando em 500
ML de DMSO obtendo uma concentragao de (4,0mg/mL). O experimento foi realizado
em microplacas de 96 pogos e o meio de cultura empregado foi Nutriente Broth. Foram
analisadas amostras nas seguintes concentragdes do extrato:
e 1000 pg/ml, obtida adicionando em um eppendorf 200 yL do meio de cultura
em 200 uL da solucéo estoque;
e 100 pg/ml, obtida adicionando em um eppendorf 320 uL do meio de cultura em
80 L da solucao estoque;
e 10 pg/ml, obtida adicionando em um eppendorf 392 uL do meio de cultura em

8 uL da solucédo estoque;

Apos o preparo das amostras em diferentes concentragdes, foi distribuido de cada
uma delas em triplicata 100 pL nos Pogos da Placa de Eliza e logo apd6s adicionado
100 pL da suspensao microbiana. A placa foi colocada em estufa a 37 °C e retirada

apos 24 horas.

3.5.3.3 Determinacgao das unidades formadoras de colénia apés microdiluigcao
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Inicialmente foram preparadas 9 placas de Petri contendo Agar Mueller Hinton.
Posteriormente foram identificadas em triplicata, com a indicacdo das concentracdes
do extrato que foram analisadas no experimento (10, 100 e 1000ug/ml). Apés as 24
horas de incubagdo da placa de Eliza, em que havia sido realizado o ensaio de
microdiluicdo (descrito no tépico 3.5.3.2) foi efetuada a leitura do teste, e depois a
semeadura do conteudo dos pocos, para que entao fosse avaliado o crescimento das
colbnias de bactérias, apds a exposicdo da suspensido microbiana a fracado VM-F19-
20.

Essa etapa metodoldgica consistiu em distribuir previamente 990 uL de salina
em 18 tubos do tipo eppendorf, logo apds foram retirados 10 uL de cada um dos pogos
das triplicatas (teste) da placa de Eliza. Em seguida, essa aliquota foi diluida duas
vezes da seguinte forma: em um primeiro eppendorf contendo 990 pL de salina foi
depositado os 10 uL retirados do pogo, esse conteudo homogeneizado e entao
transferido 10 yL para um segundo eppendorf. Somente apds a segunda diluigéo foi

retirado 100 uL do conteudo e realizada a semeadura nas placas de Petri.

Depois de semeadas, as placas foram levadas a estufa em temperatura de
37°C. ApoOs 24 horas foi realizada a contagem das unidades formadoras de colénias,
e entdo determinado o numero aproximado de microrganismos, apos terem sido

expostos a fragcao VM-F19-20 em diferentes concentragoes.

3.5.3.4 Analise estatistica

A curva de cinética de crescimento microbiana foi plotada pelo log10 UFC/mL
em fungdo de um intervalo de 24 horas e das concentragbes estudadas do
fitoconstituinte. A ferramenta utilizada para o processamento dos dados obtidos apés
o procedimento experimental foi o software GraphPadPrism 5. Neste programa foi
possivel gerar uma funcéo logaritmica a qual deu origem ao grafico que ilustra o
comportamento da cepa bacteriana Bacillus subtilis apés exposigao a fragao VM-F19-
20.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes preliminares dos extratos brutos hexanico, acetato de etila e

etandlico de Verbesina macrophylla (Cass). Blake (Asteraceae)

4.1.2 Atividade antibacteriana

A Concentracgao Inibitéria Minima (CIM) dos extratos brutos em hexano, acetato
de etila e etanol oriundos das folhas de V. macrophylla frente as cepas bacterianas
esta apresentada na Tabela 2.

E possivel observar que nenhum dos extratos apresentou atividade frente as
cepas Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, em
concentragbes menores que 500 pg/mL. Os extratos em hexano e acetato de etila
foram ativos contra as cepas padroes de bactérias Gram positivas: Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis e Micrococcus luteus com concentragdes
inibitérias minimas que variaram entre 500 pg/mLe 31,25 ug/mL. Quanto ao extrato
etandlico, este ndao apresentou atividade contra S. aureus, no entanto o seu efeito
pdde ser observado frente B. cereus e B. subtilis em uma concentragao de 500 pg/mL,
e contra a Gram-positiva Micrococcus luteus, com CIM de 7,81 pg/mL. Os
microrganismos que apresentaram suscetibilidade a estes extratos sao
potencialmente patogénicos ao homem e tidos como agentes responsaveis por

quadros infecciosos comuns.

Tabela 2: Atividade antibacteriana dos extratos em hexano, acetato de etila e etanol das folhas de
Verbesina macrophylla (Vm). Microgramas (ug); mililitros (mL); maior que (>); acetato de etila

(EtOAC).
Grupo Espécies CIM dos Extratos (ug/mL) Controle
Hexano EtOAcC Etanol Cloranfenicol

B. cereus 125 62,5 500 3,9

S. aureus 250 500 > 500 3,9

Gram- B. subtilis 125 31,25 500 3,9

positivas M. luteus 125 31,25 7,81 3,9

Gram- P. >500 >500 >500 125

negativas aeruginosa
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E. coli >500 >500 >500 3,9

Fonte: Elaborado pela autora (2020)

Nesse contexto, sabe-se que grande parte das bactérias do género Bacillus,
sdo consideradas patogénicas em humanos (BATT, 2014). Bacillus cereus é
responsavel por casos de intoxicagdes alimentares, podendo resultar em dois tipos de
sindromes: A emética que € desencadeada pelas células bacterianas em crescimento
no alimento contaminado, e se manifesta como nauseas e vOmitos em
aproximadamente uma a 5 horas apos a ingestdo. E a sindrome diarreica, em que a
intoxicagao alimentar advém da presenga de enterotoxinas complexas, os individuos
contaminados costumam apresentar diarreia aquosa profusa, dores abdominais,
nauseas e vomitos cerca de 8 a 16 horas apos a contaminacao. B. subtilis € pouco
reconhecido quanto aos seus aspectos de patogenicidade e n&do ha descrito na
literatura a ocorréncia de surtos no Brasil (RASKO et al., 2005; MELLEGARD et al.,
2011).

Cepas resistentes de Staphylococcus aureus tém surgido a cada novo
antibidtico introduzido no tratamento das patologias a ele atribuidas (SANTOS, 2007).
As infecgdes da pele e tecidos moles podem atingir desde regides superficiais até os
tecidos mais profundos, sendo S.aureus o agente mais comum, podendo acometer
pacientes da comunidade ou hospitalizados (ROBERT; CHAMBERS, 2005). Esse
microrganismo traz grandes riscos para pacientes imunocomprometidos causando
desde infecgdes cutaneas crbnicas benignas, até infecgdes sistémicas levando o
individuo @ morte. As infecgbes cutaneas incluem foliculite simples, impetigo,
furdnculos e carbunculos, danosos ao tecido subcutdneo produzindo efeitos
sistémicos, como febre (CARVALHO et al., 2005; CAVALCANTI et al., 2005). Ja as
toxinas estafilocdcicas desencadeiam a necrose epidérmica téxica e a sindrome do
choque téxico. Além disso S. aureus é capaz de induzir infecgdes alimentares através
da producdao de exotoxinas durante crescimento em alimentos contaminados
(CAVALCANTI et al., 2005; LOWY 1998).

Micrococcus luteus € uma bactéria que constitui a microbiota normal da pele,
entretanto, em pacientes com a imunidade comprometida, pode produzir infecgdes
cutdneas (SMITH et al., 1999). Raramente é classificada como patogénica em

humanos, porém doengas infecciosas ja foram atribuidas a essa bactéria, incluindo a
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artrite séptica (WHARTON et al., 1986), meningite (FOSSE et al.,1985) e endocardite
(COLEBUNDERS et al., 1985).

Os resultados encontrados neste trabalho, corroboram com os dados relatados
por De Veras et al. (2021), em que o 6leo essencial das folhas de V. macrophylla
apresentou atividade antimicrobiana frente S.aureus, com CIM de 512 pg/mL,
enquanto neste estudo os valores variaram entre 500 yg/mL para o extrato em etanol
e 250 pg/mL em hexano. Em consonancia a esses dados, outras espécies do género
Verbesina também apresentaram atividade frente S.aureus: V. negrensis (MORA et
al., 2015) e V. encelioides (TORIBIO, 2005; 2012).

Nao existe na literatura, uma classificacdo consensual sobre valores de inibicdo
aceitaveis para produtos naturais quando comparados com antibidticos padroes. No
entanto Aligianis et al. (2001), propuseram uma classificacdo para materiais vegetais
com base nos resultados de CIM, considerando como: forte inibigado — CIM até 500
Mg/mL; inibicdo moderada — CIM entre 600 e 1500 ug/mL e como fraca inibicéo - CIM
acima de 1600 pg/mL. Segundo esta classificagéo os trés extratos testados possuem
uma forte inibicao frente as bactérias que apresentaram sensibilidade aos mesmos.

E notavel que a atividade inibitéria dos extratos de V. macrophylla foi inferior
aquelas promovidas pelo antibidtico padrdao indicado pelo NCCLS, testado sob
condigbes metodoldgicas semelhantes, provavelmente isso se deve ao fato de que os
antibidticos usados como controle, s&o substancias com elevado grau de pureza, em
contrapartida os extratos brutos, possuem grande variedade de compostos
quimicamente distintos.

O extrato etandlico, quando comparado com os demais (hexanico e acetato de
etila) além de nao ter apresentado atividade frente S. aureus, a inibigdo das bactérias
B. cereus e B. subtilis se deu em uma concentracido mais alta. De acordo Nascimento
et al. (2006), e Bayoub et al. (2010), a utilizagao de diferentes solventes no preparo
dos extratos pode ter interferido em sua atividade bioldgica, pois o extrato etandlico
apresenta alta capacidade de inibir o crescimento bacteriano, devido a excelente
extragcdo dos principios ativos polares das plantas, os quais irdo refletir na acgéo
antibacteriana. Os relatos de Mora et al. (2013), por exemplo demonstraram a
atividade antimicrobiana do extrato etandlico de Verbesina negrensis frente S. aureus
e P. aeruginosa.

A auséncia de inibicdo do crescimento das bactérias P. aeruginosa e E. coli

quando expostas aos extratos vegetais testados, pode ser explicada segundo



54

Contrucci et al. (2019), pela menor susceptibilidade das bactérias Gram-negativas a
acgao dos antimicrobianos, o que evidencia um grande desafio para a saude coletiva.
Alguns dos aparatos dessa resisténcia se deve a sua prépria estrutura celular, como
por exemplo a cobertura de lipopolissacarideo que esta presente na membrana
externa da bactéria impedindo a difusdo de principios ativos (ALVES et al., 2022).
Mecanismos bioquimicos como os propiciados pelas enzimas betalactamases que
dificultam a acédo de antibiéticos beta-lactamicos como no caso das penicilinas
também conferem resisténcia a esses microrganismos (MOTA et al., 2018). Dessa
forma, com base nesses autores pode-se afirmar que é esperado que os
fitoconstituintes presentes nos extratos em hexano, acetato e etanol de V. macrophylla
utilizados nesse ensaio também tenham dificuldade em inibir patégenos com essas
caracteristicas.

Ainda é possivel observar na Tabela 2 que o controle positivo para a cepa
bacteriana Pseudomonas aeruginosa apresentou um valor de CIM igual a 125 pg/mL
sendo esta, a maior concentragao encontrada quando comparada com os valores de
controle obtidos para todas as outras bactérias testadas, que correspondeu a 3,9
Mg/mL. Em relacéo a esses dados, pode-se refletir sobre os achados da literatura, que
relatam sobre a grande problematica da endemicidade e multirresisténcia de isolados
clinicos da bactéria P. aeruginosa, em conjunto aos elevados indices de mortalidade
e morbidade (HEIMESAAT et al., 2019).

Atualmente, as opgdes terapéuticas para a intervengao das infeccdes
ocasionadas por P. aeruginosa sao limitadas, frequentemente restringindo-se ao uso
de carbapenémicos (BUEHRLE et al., 2017). Uma outra opgao terapéutica seria as
polimixinas, no entanto, 0 mecanismo que confere a agao bactericida desse farmaco
permanece desconhecido (HORCAJADA et al., 2019). Isso demonstra a
complexidade em combater agentes patogénicos resistentes como a bactéria Gram-
negativa P. aeruginosa.

Nos casos em que nao houve atividade inibitoria dos extratos obtidos da folha
de V. macrophylla nas concentragdes estabelecidas para esse ensaio bioldgico, é
importante destacar que a presenga de substancias antimicrobianas no érgéo vegetal
em questdo ndo pode ser descartada. Para Fennel et al. (2004), este resultado pode
ser atribuido ao fato de que as variacées referentes a determinacdo da Concentragao
Inibitéria Minima sao influenciadas por muitos fatores, dentre eles é possivel citar a

técnica aplicada, a cepa utilizada no teste, a origem da planta e o periodo em que foi
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coletada, se na preparacao dos extratos foram utilizadas plantas frescas ou secas,

bem como a quantidade de extrato estabelecida para o teste.

4.1.3 Atividade Antifungica

A tabela 3 expde a CIM dos extratos brutos em hexano, acetato de etila e etanol
de V. macrophylla contra fungos oportunistas de importancia clinica. E possivel notar
que nenhum dos extratos apresentaram potencial antifungico em concentragdes até
500 (pg/mL).

Tabela 3: Atividade antifungica dos extratos em hexano, acetato de etila e etanol das folhas de
Verbesina macrophylla (Vm). Microgramas (ug); mililitros (mL); maior que (>); acetato de etila
(EtOAC).CiclopiroxOlamina (C. Ola).

Grupo Espécies CIM dos Extratos (ug/mL) Controle
Hexanico EtOAcC Etandlico C.Ola
C. albicans >500 >500 >500 15,62
Leveduriforme C. glabrata >500 >500 >500 15,62
Filamentoso A. niger > 500 > 500 > 500 62,5

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Nado foram encontrados na literatura registros da atividade antifungica de
extratos brutos de Verbesina macrophylla, para que fossem comparados com o
presente estudo. No entanto, De Veras et al. (2021), descrevem que o 6leo essencial
de V. macrophylla possui atividade antifungica frente Candida albicans.
Possivelmente, essa atividade esta ligada aos compostos majoritarios encontrados no
Oleo essencial da espécie, e a maior suscetibilidade do fungo a essas substancias.
Nesse contexto o trabalho realizado por De Veras et al. (2021), ainda evidenciou a
presenga de substancias tais como germacreno D, biciclogermacreno e cariofileno
constituindo o 6leo essencial de V. macrophylla, sendo esses compostos também
descritos em outras espécies da mesma familia, e que apresentaram atividade
antifungica sobre C. albicans.

Dados da literatura revelam uma variedade de extratos vegetais com ag&o anti-
Candida, de plantas pertencentes a familia Asteraceae (NETO; MORAIS, 2003). No
entanto, poucos sao os relatos a respeito de atividade antifungica com espécies

pertencentes ao género Verbesina dentre eles, o trabalho de Toribio (2005), que
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analisou a atividade antimicrobiana do extrato metandlico seco da V. encelioides
(Cav.) e em contraste ao presente estudo obteve a inibicao da levedura C. albicans.

Diante desse cenario cabe a reflexdo sobre a dificuldade em se obter novos
agentes antifungicos e da importancia de estudos com essa finalidade. Nesse sentido
Garcia (1999), comenta que os fungos desenvolveram multiplos mecanismos para
dificultar a acdo de agentes antifungicos tais como, alteracdo do sitio de
permeabilidade, e do mecanismo de agao.

Atualmente grande parte dos farmacos disponiveis no mercado apresentam
efeitos colaterais, eficacia questionavel contra fungos reemergentes, ou rapidamente
desenvolvem resisténcia, sendo imprescindivel uma nova geragdo de medicamentos
antifungicos. Dessa forma os estudos estdo orientados na investigacdo de agentes,
que atuem seletivamente na célula fungica sem interferir em nenhum sistema
bioquimico do hospedeiro (ZACCHINO, 2001).

E importante destacar que a auséncia da atividade antimicrobiana dos extratos
de V. macrophylla para os fungos testados neste estudo, ndo se pode descartar a
presenca de substancias antimicrobianas nos extratos, de modo que tal fato pode ter
relacdo a diversos fatores tais como: o modo de extracdo a quantidade de
componentes presentes, bem como a fatores que influenciam o metabolismo
secundario do vegetal em questdo. Sugere-se novos testes em condi¢des

metodoldgicas diferentes.

4.2 Fracionamento cromatografico do extrato acetato de etila proveniente de

Verbesina macrophylla.

O extrato acetato de etila (EtOAc) demonstrou consistente atividade
antibacteriana no ensaio bioldgico preliminar, conforme pode ser ilustrado na Tabela
2, também apresentou o maior rendimento quando comparado aos demais extratos
produzidos, rendeu 18,95 gramas, enquanto o hexanico pesou 8,41g e o etandlico
2,35 g. Esses dados fundamentaram a escolha do extrato EtOAc para que fosse
realizado o fracionamento cromatografico e assim realizado o estudo fitoquimico e
bioldgico de suas fragoes.

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) é um método muito eficiente para
separar e quantificar compostos antimicrobianos em um cromatograma de um extrato

bruto ou semipuro, possibilitando o isolamento do composto ativo guiando-se por
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bioensaio. A CCD configura-se como um método fisico de separagao, na qual as
substancias a serem separadas sao distribuidas entre uma fase fixa (silica gel), de
grande area superficial denominada fase estacionaria, e outra na qual um fluido elui
através dela, chamada fase mével. Na fase movel sdo utilizados solventes com
polaridades crescentes (CECHINEL FILHO et al., 2000).

Na Tabela 4 estdo apresentados os dados obtidos apds o extrato EtOAc ter
sido submetido a Cromatografia em Coluna, utilizando solventes em ordem crescente
de polaridade (hexano, acetato de etila e metanol). Pode-se observar que o
fracionamento resultou em 51 amostras, que foram analisadas através da técnica de
cromatografia em camada delgada. As fracbes que apresentaram o mesmo
deslocamento quimico (RF) em CCD foram agrupadas (Tabela 4). Ap6s a completa
evaporagao do solvente as amostras foram pesadas, etiquetadas e refrigeradas para
que posteriormente fossem realizados ensaios de atividade biolégica, e estudos

fitoquimicos.

Tabela 4: Dados do fracionamento cromatografico do extrato acetato de etila obtido de Verbesina
macrophylla (Vm) com massa dada em miligramas. Fracao (F); miligrama (mg); Acetato de
Etila (EtOACc).

Fracionamento Cromatografico do extrato EtOAc

Fragao (Vm) mg Fragao Mg
F1 72,7 F33 16,3
F2-6 196 F34 10,2
F7-9 2034 F35 8,5
F10 230 F36 9
F11 -12 1328 F37 8,9
F13 -14 453,2 F38 8,4
F15-16 376 F39 11
F17 - 18 17441 F40 10,6
F19 - 20 1841 F41 12,2
F21 -22 736,4 F42 10,8
F23 - 24 698,6 F43 127,2
F25 356,4 F44 1914.,8
F26 1325,7 F45 237,8

F27 534 F46 24,9
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F28 137,1 F47 8

F29 36,4 F48 3,9
F30 21,4 F49 3,5
F31 21,3 F50 2,3
F32 14,8 F51 1,6

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

4.3 Atividade biologica das fragoes obtidas do extrato bruto acetato de etila

proveniente de Verbesina macrophylla.

4.3.1 Atividade antibacteriana das fragoes

Na Tabela 5 sao apresentados os dados da atividade antibacteriana das
fracdes do extrato bruto acetato de etila contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Nota-se a agao antimicrobiana somente contra as bactérias Gram-
positivas, sendo M. luteus a bactéria mais suscetivel, pois 17 fragdes inibiram seu
crescimento. Os microrganismos B. cereus e B. subtilis foram sensiveis a 11 fragdes,
enquanto S. aureus apenas a trés. A concentracido das fragdes do extrato utilizada
no teste foi de 1000 pg/mL, seguindo o critério de classificagdo de CIM proposto por

Webster et al. (2008), esse valor € considerado satisfatério.

Tabela 5: Atividade antibacteriana em 1000 ug/mL das fracdes obtidas do extrato acetato de etila,
oriundo de Verbesina macrophylla (Vm). Microgramas (ug); mililitros (mL); fragdo (F);
presenca de atividade (+); auséncia de atividade (-).

Atividade Antibacteriana das Fragoées do Extrato EtOAc (1000 pg/mL)

Fragao (Vm) Gram-positivas Gram-negativas

B.cereus S. aureus B. subtilis M. luteus E. coli P. aeruginosa

F1 - - - + - -
F2-6 + + + + - -
F7-9 - - - + - -
F10 + - + + - -

F11 - 12 + i + + - -
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F13 -14

F15-16

F17 -18

F19 - 20

F21 - 22

F23 - 24

F25

F26

F27

F28

F29

F30

F31

F32

F33

F34

F35

F36

F37

F38

F39

F40

F41

F42

F43

F44

F45
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F46 - - - - - -
F47 - - - - - -
F48 - - - - - -
F49 - - - - - ;
F50 - - - - - -
F51 - - - - - -

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Como mostra a Tabela 5, as primeiras fragcdes foram as mais ativas, esse fato
indica que os componentes responsaveis pela acao antimicrobiana podem ser
extraidos em baixa polaridade, ja que essas fragdes foram retiradas durante o método
CCD utilizando hexano puro e sistemas hexano/ acetato de etila. Com relacdo as
fragdes obtidas com solventes polares (acetato de etila e metanol), estas praticamente
nao apresentaram atividade, apenas Vm-F32 e Vm-F33 foram capazes de inibir B.
subtilis e M. luteus respectivamente.

De acordo Bresciania et al. (2004), e Carvalho et al. (2001), solventes apolares
como o hexano possibilitam a extragcdo de grupos esterdides (estimagmasterol,
sistosterol), cumarinicos, ésteres do acido oleandico, lactonas sesquiterpénicas e
terpendides (acidos cauréanicos). Nesse sentido vale ressaltar que alguns desses
grupos ja foram relatados em estudos fitoquimicos da espécie Verbesina macrophylla.
Além disso, a literatura cientifica menciona, que diversos microrganismos sao inibidos
pela atuagdo de terpenos, cujo mecanismo de agao dessa atividade ndo esta
completamente elucidado, no entanto acredita-se que a ruptura da membrana celular
por compostos lipofilicos pode estar envolvida nesse processo (COWAN, 1999;
DORMAN; DEANS, 2000; WILKENS, 2002).

Os resultados encontrados indicam que as bactérias Gram-positivas sdo mais
suscetiveis aos componentes presentes em V. macrophylla quando comparadas com
as Gram-negativas. Esse perfil quimico de seletividade contra Gram positivos ndo é
restringido aos compostos encontrados nos vegetais, mas sim um fenémeno habitual
observado entre muitos antimicrobianos (BASILE et al., 2000). Outros estudos com
fragbes de plantas pertencentes a familia Asteraceae ja relataram a atividade
antimicrobiana frente a cepas Gram-positivas, por exemplo: Acmela brasiliensis
Spreng (SARTORI, 2005), Verbesina negrensis Steyerm (MORA et al, 2013)
Bacchatris dracunculifolia D. C. (DE ABREU; ONOFRE, 2010).
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Nao foi observada ag¢ao antimicrobiana contra as bactérias Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. Esse fato pode ser justificado em virtude de a membrana
externa das bactérias Gram-negativas apresentarem uma barreira a penetracao de
muitas moléculas de antibioticos, e o espago periplasmatico englobar enzimas, que
tem capacidade de lisar moléculas estranhas inseridas neste espaco (DUFFY;
POWER, 2001; SARTORI et al., 2003).

4.3.2 Concentragao inibitéria minima (CIM) das fragoes ativas Vm-F17-18 e Vm-
F19-20

A Tabela 6 demonstra os resultados da Concentracado Inibitéria Minima
encontrada para as fragcbes Vm-F17-18 e Vm-F19-20 de Verbesina macrophylla,
frente cepas bacterianas Gram-positivas.

O motivo pelo qual essas fragdes foram selecionadas para a determinacgao da
CIM esta no fato de que o crescimento de todas as bactérias Gram-positivas testadas
preliminarmente em uma concentragado de 1000 pg/mL foi inibido, bem como, porque
0 espectro da Ressonancia Magnética Nuclear, demonstrou haver alto grau de pureza,
inclusive apontando uma grande similaridade na composi¢ao das amostras.

Nota-se na Tabela 6 uma pronunciada atividade antibacteriana das fragdes,
sendo capazes de inibir o crescimento dos microrganismos em baixas concentragdes,
com CIM variando entre 2,5 e 3,9 ug/mL. Vale ressaltar, que o resultado obtido para

S. aureus e B. cereus superou o antibiético padrao utilizado no teste.

Tabela 6: Concentragéo inibitéria minima (CIM) em ug/mL das fragdes ativas Vm-F17-18 e Vm-F19-20,
obtidas do extrato acetato de etila, oriundo de Verbesina macrophylla (Vm) frente a bactérias
Gram-positivas. Microgramas (ug); mililitros (mL); maior que (>) Cloranfenicol (CIr).

CIM das Fragoes Ativas (ug/mL)

Grupo Espécies F17-18 F19-20 Controle Cir
B. cereus 2,5 2,5 3,9
S. aureus 2,5 2,5 3,9
Gram- B. subtilis 3,9 3,9 3,9
positivas M. luteus 3.9 3.9 3,9

Fonte: Elaborado pela autora (2022)
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Estes resultados corroboram com dados de estudos realizados anteriormente
com espécies da familia Asteraceae (a qual pertence V. macrophylla), onde as fragdes
mais apolares mostraram atividade contra bactérias Gram positivas (DE ABREU,;
ONOFRE, 2010; DE MATOS, 2001; DA SILVA et al., 2002).

Através da analise dos dados de RMN das fracées Vm-F17-18 e Vm-F19-20
(Tabela 11) foi possivel sugerir que 70% das amostras s&do compostas pelo terpeno
6-O-b-E-p-coumaroyl-4a-hydroxyeudesmane (Vm A), anteriormente relatado por
Bohlmann et al. (1980), e depois por Maia (2011), e 25 % pelo composto 6-O-b-Z-p-
coumaroyl-4a-hydroxyeudesmane (Vm B) (Figura 24), descrito antes apenas por Maia
(2011), de forma que esse € o0 segundo relato dessa substancia na espécie Verbesina
macrophylla e o terceiro de seu isolamento na literatura. Anteriormente o composto
havia sido isolado apenas da espécie Verbesina virginica (XU et al., 2010).

Sendo assim pode-se afirmar que esses metabdlitos secundarios sdo os
responsaveis pela acentuada atividade antibacteriana observada. Esse estudo
corrobora com os dados da literatura, que expdem outras substancias ja isoladas de
espécies da familia Asteraceae que apresentaram atividade bioldgica. Al-Dabbas et
al., (2005) estudando o extrato acetato de etila das partes aéreas inteiras de Varthemia
iphionoides (Compositae), relatou o isolamento deum sesquiterpeno eudesmano
(acido selina-4,11(13)-dien-3-on-12-6ico) que exibiu uma potente atividade
antibacteriana contra (Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus,
Escherichia coli, Bacillus cereus e Salmonella enteritidis); dez lactonas
sesquiterpénicas foram isoladas das partes aéreas de Centaurea spinosa, sendo
observado a atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas (SAROGLOU
et al., 2005); substancias isoladas de Epaltes mexicana Less. inibiram o crescimento
de bactérias Gram-positivas e negativas (KATO, 1996).

Cerca de 1.000 eudesmandides naturais foram descritos em espécies da
familia Asteraceae, com padrbes distintos de oxigenagdo e clivagem. A atividade
bioldgica de sesquiterpendides do tipo eudesmano em Asteraceae tém sido o foco de
muitos estudos fitoquimicos, farmacolégicos e sintéticos. Esses compostos exibem
uma ampla gama de atividades bioldgicas que incluem acdo reguladora do
crescimento de plantas, antialimentares de insetos, antifungicos, antitumorais e
antibacterianos, de modo que o interesse em relacionar a estrutura e os padroes de

oxigenagao com a fungédo tem aumentado (WU et al., 2006).
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Nesse contexto Flores (2010), menciona que essa variada atividade bioldgica
permitiu que muitos sesquiterpenos fossem isolados e caracterizados. A autora ainda
afirma que poucos compostos isolados de espécies do género Verbesina foram
estudados quanto a sua atividade biolégica. Dessa forma € importante ressaltar que
o0 presente estudo é o primeiro registro do efeito antibacteriano de substancias

isoladas de Verbesina macrophylla.

4.3.3 Classificagcao da agcao antimicrobiana das fragoes Vm-F17-18 e Vm-F19-20

Um numero consideravel de pesquisas em todo o mundo tem comprovado as
propriedades microbiostaticas e microbicidas a partir de produtos vegetais.
Usualmente, séo realizados ensaios biolégicos in vitro em testes de susceptibilidade
ou sensibilidade para estudar, avaliar e confirmar o tipo de agdo da amostra (SOUZA
et al., 2003). Assim como realizado nesse trabalho.

A classificacdo da agao antimicrobiana foi determinada, retirando uma aliquota
do poco de inibicdo, CIM das fragdes, para cada microrganismo e consecutivamente
inoculando em meio estéril. As concentracdes das fracbes que em 24 horas nao
demonstraram nenhum crescimento microbiano foram classificadas como
bactericidas e as concentragcdes que neste mesmo tempo apresentavam crescimento
na CIM foram classificadas como bacteriostaticas (WALSH, 2003).

Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados da classificacdo quanto a acao
bactericida ou bacteriostatica das Fragées Vm-F17-18 e Vm-F19-20. Nota-se que para
as cepas Bacillus cereus e Staphylococcus aureus a agao foi bactericida, de forma
que ao final de 24 horas de experimentacdo, ndo houve crescimento de colénias
caracterizando assim esse efeito, enquanto para Bacillus subtilis e Micrococcus luteus
as fragdes demonstraram ser bacteriostaticas.

A acao bacteriostatica de extratos vegetais n&o destroi as bactérias, no entanto
impede a multiplicagdo das mesmas e como consequéncia diminui a possibilidade de
que ocorram mutagdes (PHILLIPSONS, 2001). Dessa forma a realizagdo de estudos
como este é de suma importancia para motivar outros trabalhos que tenham como
perspectiva a identificacdo da propriedade especifica do extrato vegetal quanto a sua

acao.
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Tabela 7: Classificagdo quanto a acao antimicrobiana (bactericida ou bacteriostatica) das fracdes ativas
Vm-F17-18 e Vm-F19-20. Fracao (F).
Classificacao da Agao do Extrato

Espécies Fracdes (Vm)
F-17-18 F19-20
Bacillus cereus bactericida Bactericida
Bacillus subtilis bacteriostatico bacteriostatico
Staphylococcus aureus bactericida Bactericida
Micrococcus luteus bacteriostatico bacteriostatico

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

4.3.4 Atividade antifungica das fragoes

Os fungos sdo extremamente interessantes, por serem capazes de se
desenvolver em diversas superficies e colonizar ambientes, animais, vegetais e o ser
humano (SELINTRENNIKOFF, 2001). Nos ultimos 30 anos, a ocorréncia de infecgoes
fungicas esta se tornando cada vez mais comum, especialmente em pacientes
imunocomprometidos e com isso, se tornam um importante problema de saude
publica, que se agrava quando surgem casos de resisténcia microbiana (ANDRADE
et al., 2017). De acordo Lazzarini et al. (2018), existem estimativas de que mais de
300 milhdes de individuos recebem diagndstico de infecgdes fungicas graves em todo
mundo, dos quais os patdgenos causadores das infec¢gdes s&o principalmente dos
géneros Cryptococcus, Candida, Aspergillus e Pneumocystis.

Diante deste cenario, as fracdes obtidas do extrato bruto acetato de etila foram
analisadas frente cepas fungicas leveduriformes (Candida albicans e Candida
glabrata) e filamentosa (Aspergillus niger), de importancia clinica e dificil tratamento
devido o surgimento da multirresisténcia. Dentre as 38 fragbes, os microrganismos
foram expostos a 34, em decorréncia da insuficiéncia de massa dos extratos para
realizacdo do ensaio. Assim, as fragdbes Vm-F48, Vm-F49, Vm-F50 e Vm-F51 néo
foram testadas.

Os fungos leveduriformes, sdo muito comuns em infec¢des hospitalares, dentre
eles, o género Candida, € reconhecido por ser a causa de infecgdes como candidiase

ou candidose, os danos causados podem ser brandos, agudos ou crdnicos,
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manifestando-se de forma superficial ou profunda. Sua apresentacéao clinica varia de
acordo a imunidade do paciente (FREIRE et al., 2016).

Dentre as espécies pertencentes a este género destaca-se a C. albicans devido
a elevada incidéncia nos casos de candidiase, cuja frequente exposigéo desta espécie
aos antifungicos favoreceu o surgimento de cepas multirresistentes, no entanto
infeccbes causadas por espécies de Candida nao albicans tem aumentado
dramaticamente (LOPEZ-MARTINEZ, 2010). Nesse sentido a literatura relata que
aproximadamente metade das ocorréncias de candidose s&o provocados por
espécies nao albicans, de forma que C. glabrata ja representa o segundo fungo mais
isolado em amostras de sangue (GOMEZ et al., 2010; OREN; PAUL, 2014; SAMPAIO;
PAIS, 2014).

A infecgdo por C. glabrata & principalmente endégena, uma vez que esta
espécie pode colonizar a pele e as mucosas, ocorrendo transmissao também através
de material infectado, profissionais de saude ou até mesmo de outros pacientes. A
reducao da flora bacteriana comensal do trato gastrointestinal apés administragédo de
antibacterianos de amplo espectro, também facilita a proliferagao de leveduras no tubo
digestivo aumentando o risco da passagem desta por translocagao para a corrente
sanguinea, através do epitélio intestinal (PEMAN; SALAVERT, 2013).

Aspergillus sado fungos oportunistas filamentosos, capazes de causar
sindromes alérgicas, a exemplo da aspergilose broncopulmonar alérgica; podem
colonizar cavidades originando bolas fungicas no pulm&o ou seios nasais; provocam
infeccdes invasivas, como a aspergilose pulmonar disseminada e a Al. Dependendo
das condi¢gdes do hospedeiro, as infecgdes podem ser localizadas ou disseminadas
(DENNING, 1998; MARR et al., 2002). Aspergillus niger comumente € isolado em
casos de otite externa (COLLEE et al., 1993). E também um agente etioldgico
secundario em otites bacterianas, podendo causar doengas pulmonares em pacientes
com o sistema imunoldgico comprometido. A presenga de cristais de oxalato de calcio
em amostras microscopicas € uma caracteristica util para o diagndstico de infecgéo
por Aspergilus niger, mesmo na auséncia de conidios (PERSON et al, 2010).

Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados obtidos para a atividade
antifungica das fragdes de V. macrophylla. E notavel que o fungo leveduriforme
Candida glabrata foi a unica cepa fungica ndo suscetivel a nenhuma das fragoes
testadas. Vm-F1 e Vm-F2-6 apresentaram atividade frente C.albicans e A. niger,

enquanto Vm-F7-9 e Vm-F10 foram ativas apenas para C. albicans. A inibicdo das
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fracbes é considerada satisfatoria (WEBSTER et al., 2008). As demais (Vm-F11 ...
Vm-F47) nao inibiram o crescimento dos fungos em uma concentracédo de 1000

Mg/mL.

Tabela 8: Atividade antifungica em 1000 ug/mL das fragbes obtidas do extrato acetato de etila oriundo
de Verbesina macrophylla (Vm). Microgramas (ug); mililitros (mL); fracdo (F), presenga de
atividade (+); auséncia de atividade (-).

Atividade Antifungica das Fragdes (Vm) do Extrato EtOAc (1000

ug/mL)
Fracao Leveduriforme Filamentoso
Candida albicans  Candida glabrata Aspergillus niger
F1 + - +
F2-6 + - +
F7-9 + - -
F10 + - -

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Quando comparados, os resultados da atividade antifungica das fragdes com
os obtidos nos ensaios em que foram testados os extratos brutos contra as mesmas
cepas fungicas, observa-se que apenas as fragdes foram ativas. Esse resultado esta
em consonancia com o raciocinio de Cechinel Filho et al. (2001), e Malheiros et al.
(2001), quando afirmam que a analise de compostos ativos € muito mais complexa e
prolongada, visto que comumente as substancias ativas presentes em menor
proporgcao na espécie sdo as que apresentam os melhores efeitos bioldgicos.

Outra importante observacgao a ser feita € que dentre todas as fragdes testadas,
apenas quatro fragcbes apresentaram atividade antifungica, enquanto 12,
demonstraram acéo antibacteriana. Ao comparar esses resultados, constata-se que o
numero de fragdes ativas para as bactérias é trés vezes maior que para os fungos.
Essa discrepancia pode ser observada também no caso de drogas antimicrobianas ja
disponiveis no mercado.

Considerando esses fatos, Silva (2016), expde que atualmente, existe uma
variedade de medicamentos antimicrobianos que podem ser utilizados para tratar

infeccdes fungicas, entretanto, essa “diversidade” torna-se relativamente pequena, se
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comparado a disponibilidade de drogas utilizadas na terapia de infecgdes bacterianas.
Goées (2009), afirma que este fato pode ser atribuido natureza eucariética das células
fungicas, bem como pelo impasse em encontrar alvos unicos ndo compartilhados com
hospedeiros humanos. Inclusive esses fatores tém aumentado a pressao para buscar
dentre os produtos naturais novos agentes antifungicos, que além de eficazes, sejam
menos téxicos do que aqueles que estdo em uso (KHAN; AHMAD; CAMEOTRA,
2013). A enorme diversidade quimica, permeabilidade celular intrinseca e
especificidade bioativa das substancias antimicrobianas naturais configura-se como
uma promissora fonte de novos farmacos para tratar de doencas infeciosas (JIANG et
al., 2008).

Observando a Tabela 8 nota-se a falta de atividade bioldgica frente Candida
glabrata. Em relacdo a essa cepa Gofas et al. (2014), relata que esse é um fungo
emergente entre as espécies nao albicans sendo capaz de desenvolver resisténcia
aos Azoéis e se difundir como resultado da utilizagdo de fluconazol e itraconazol como
tratamento profilatico preferencial e empirico, muitas vezes indiscriminadamente.
Tscherner et al. (2011), chama atencdo para a necessidade de desenvolver estudos
genéticos de C. glabrata, além de investigar os mecanismos de patogenicidade, para
compreender o que levou esta espécie a transitar de comensal a patégeno, de modo
a aperfeigoar as terapias instituidas.

A Tabela 8 também evidencia a agdo antifungica de quatro fragcdes frente C.
albicans, e duas para A. niger. E importante comentar que diante da emergéncia
desses patdgenos, e dos relatos do surgimento de resisténcia ao antifungicos
tradicionais, o isolamento de compostos que contribuam para combater esses
microrganismos € de suma importancia. Diante desse cenario Heard et al., (2021)
reflete que os produtos naturais com propriedades antifungicas surgem como opgoes
terapéuticas. Podendo ser uma alternativa e/ou ser combinado com outros agentes
farmacolégicos (ALVES et al., 2019). Principalmente buscando controlar fungos
resistentes e infecciosos (HELAL et al., 2019).

De acordo as analises da Ressonancia Magnética Nuclear, pode-se atribuir a
atividade antifungica observada no teste a componentes do tipo acidos graxos.
Diversos acidos graxos sao conhecidos por apresentar propriedades antibacterianas
e antifungicas (RUSSEL, 1991). No entanto, esse estudo relata pela primeira vez a

atividade antifungica de acidos graxos presentes em Verbesina macrophylla.
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Os resultados obtidos nesse trabalho estdo e acordo com dados encontrados
na literatura. Cantuaria (2018), identificou em Eremanthus erythropappus (DC)
MacLeish (Asteraceae) especificamente na fragdo hexanica, compostos que
pertencem a classe dos acidos e dos ésteres de acidos graxos, responsaveis por uma
proeminente atividade antifungica; Moreno et al. (2013), avaliou o acido palmitico,
frente a cepa Candida albicans, e obteve uma CIM de 500 ug/mL para esta molécula.
Outros trabalhos também ja associaram acidos graxos a atividades antifungicas (DA
CUNHA 2006; SINGH et al., 2002; KIM et al., 2003; SACCHETTI et al., 2005).

Reda e Carneiro (2007), afirmam que a familia Asteraceae ainda é pouco
estudada no que diz respeito ao teor de 6leo e a composicdo desses componentes,
no entanto sabe-se que apresentam uma predominancia do acido linoléico, conforme
ja observado em oleaginosas tradicionais como Carthamustinctorius (75,9%)
(GRIECO; PIEPOLI, 1967) e Helianthusannuus (68,4%) (ERBA; BAYDAR, 2007).
Asteraceae possui uma variedade de acidos graxos incomuns, como os insaturados
cis ou trans com duplas ligagbes nas posi¢des 3 ou 5, ou conjugados, acetilénicos,
epoxilados ou hidroxilados (TSEVEGSUREN et al., 1999, 2000). A existéncia de
acidos graxos incomuns nessas espécies confere importancia econémica, pois alguns
deles possuem efeito terapéutico e sdo comercializados como fitoterapicos (y-
linolénico) (TSEVEGSIREN; AITZETMULLER, 1996).

Dessa forma, tendo este trabalho demonstrado que a agédo antifungica das
fragdes foi proveniente de componentes acidos graxos, € extremamente necessario
que sejam realizados estudos mais detalhados com as fragbes ativas de V.
macrophylla que apresentaram essa atividade, a fim de realizar e o isolamento e a

caracterizagao quimica das amostras.

4.4 Citotoxidade em hemacias dos extratos em Hexano e Acetato de Etila

Os vegetais possuem uma diversidade de propriedades biolégicas intrinsecas,
celebradas por suas aplicagdes na medicina tradicional desde tempos remotos. No
entanto, apesar deste costume, € necessario ponderar esse uso, plantas medicinais
nao € um sindnimo de inocuidade. Ao oposto da crenca de que, se 0 medicamento
natural nao fizer bem, mal ndo pode fazer, € preciso compreender que a planta
medicinal € um xenobidtico, isto €, € um produto quimicamente desconhecido, e que

detém propriedades terapéuticas ou intoxicantes, e que ao ser introduzido no
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organismo humano, pode sofrer biotransformagdes, e desta maneira, pode originar
produtos toxicos ao organismo (KHWAIRAKPAMA et al., 2018; OLIVEIRA et al.,
2014).

Nesse contexto, o ensaio de atividade hemolitica tem sido largamente utilizado
para determinar a toxicidade de extratos vegetais, justamente pela necessidade de
investigar os riscos e a eficacia em células humanas (ZOHRA; FAWZIA, 2014).

A hemolise ocorre quando os eritrécitos se rompem através da desestabilizagao
da membrana celular ocasionando a liberagdo de hemoglobina, afetando o
funcionamento de érgéaos vitais tais como rins, figado e coragdo (REZENDE et al.,
2017). Assim, a utilizagao das iminentes atividades biolégicas dos compostos naturais
deve levar em consideracgao seus efeitos toxicoldgicos, no entanto, esse principio tem
impossibilitado a aplicacdo de diversos farmacos (GHOSH et al., 2018; SILVA et al.,
2017).

Diante dessa preocupagao o presente trabalho investigou a atividade citotoxica
de extratos brutos em hexano e acetato de etila das folhas de Verbesina macrophylla.
As amostras foram selecionadas para o teste levando em consideragao a proeminente
atividade bioldgica apresentada em testes preliminares. Na Tabela 9, encontram-se
os resultados do efeito toxico dos extratos sobre as hemacias, de forma que foi
verificado ligeira hemodlise (+) apenas para o extrato hexanico em sua maior

concentrac&o (1000ug/mL).

Tabela 9: Atividade citotéxica em 10, 100 e 1000 ug/mL dos extratos hexanico e acetato de etila de
Verbesina macrophylla (Vm). Microgramas (ug); mililitros (mL); nao houve hemdlise (-); ligeira
hemodlise (+); significativa hemdlise (++); hemdlise intensa (+++).

Citotoxidade em Hemacias

Extrato 10 ug/mL 100 pg/mL 1000 pg/mL

Hexano - - +

Acetato de Etila - - -
Fonte: Elaborado pela autora (2022)

N&o foram encontrados na literatura, dados sobre a atividade citotoxica em
extratos vegetais de Verbesina macrophylla, no entanto, o estudo do éleo essencial
desta espécie realizado por De Veras et al. (2021), demonstrou que em todas as

concentracdes testadas houve seguranga para seu uso como droga, sendo a hemolise
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inferior a 5%. Outros achados em relagédo a extratos de espécies com propriedades
terapéuticas pertencentes a familia Asteraceae demonstraram nao ser téxicos nos
modelos utilizados: Dasyphyllum tomentosum (Spreng.) (PAULA, 2014); Praxelis
clematidea (PEREIRA, 2022); Eupatorium ballotifolium (SOBRINHO et al., 2016);
Baccharis dracunculifolia (DA SILVA FILHO et al., 2009) Arctiumlappa,
Mikaniaglomerata (DE HARO MORENO, 2018).

Por outro lado, existem estudos de espécies que demonstram a inviabilidade
de compostos quimicos devido a sua toxicidade, como por exemplo os tricotecenos
macrociclicos presentes em Baccharis coridifolia que apresentaram propriedade
antiviral (GARCIA, 2002). Ensaios de toxicidade in vivo em coelhos e ratos mostraram
que a ingestdo de B. coridifolia e/ou tricotecenos purificados desenvolveu sintomas
toxicos que, na maioria das vezes, resultaram na morte dos animais, sendo a diarreia
o sintoma mais comum (HABERMEHL et al., 1985; DOBEREINER et al.,1976). O
estudo de Faria (2019), demonstrou certa toxicidade do extrato e das fases de
Ageratum fastigiatum utilizada como anti-inflamatério, analgésico e cicatrizante
quando usada topicamente em preparacdes alcoodlicas ou hidroalcoolicas. O 6leo
essencial de Eupatoriumba llotifolium possui atividades anticancerigenas e
antifingicas em baixas concentragbes, contudo, nessas concentragdes também
apresentam um potencial hemolitico de 12,5% (SOBRINHO et al., 2016)

Todos esses trabalhos demonstram que a seguranga toxicolégica é
imprescindivel e deve superar o potencial biolégico e/ou farmacolégico, dos extratos
ou compostos obtidos dos vegetais, sendo a atividade hemolitica um importante
indicador da impossibilidade de sua aplicagdo. Assim os extratos em hexano e acetato
de etila de Verbesina macrophylla apresentaram seguranga toxicoldgica, tendo
expressado ligeira hemdlise, apenas na maior concentracéo testada para o extrato

hexanico.

4.5 Efeito da fragdo Vm-F19-20 sobre a cinética do crescimento microbiano
(time-kill)

Os estudos de tempo de morte de agentes antimicrobianos sdo capazes de
fornecer uma avaliagdo mais dinamica da relagao entre um agente antimicrobiano e
um determinado organismo, podendo apresentar maior aplicabilidade clinica do que
as determinacdes estaticas de Concentracéo Letal Minima (MLC). Por esse motivo,

investigacdes voltadas ao tempo de morte tém sido largamente utilizadas como
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avaliacdo da taxa relativa e da extensao do potencial bactericida de muitos agentes,
além das caracteristicas farmacodinamicas e o possivel antagonismo ou sinergia
entre agentes administrados simultaneamente (PFALLER et al., 2004). Esse tipo de
avaliacao é extenuante, entretanto, além de confirmar as determinag¢des da CIM, pode
fornecer o tempo exato de agdo em que os antimicrobianos causam a morte das
bactérias avaliadas (TEETHAISONG et al., 2014).

Através do método time-kill € possivel determinar a morte de um isolado
bacteriano ao longo do tempo testando um ou mais agentes antimicrobianos sob
condigdes metodicamente controladas. Caso o objetivo seja avaliar a sinergia ou
antagonismo entre dois ou mais antimicrobianos, as curvas de morte irdo apresentar
uma concentracao fixa de cada agente sozinho e em conjunto, sendo confrontadas
com as do controle sem drogas e nos intervalos de tempo estabelecidos. Quando o
método for utilizado para analisar apenas um agente antimicrobiano, (como no caso
deste trabalho), as curvas de morte sado plotadas testando multiplos da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) (NCCLS, 1998).

A cinética de morte microbiana foi analisada, com o objetivo de determinar a
viabilidade das bactérias da cepa Bacillus subtilis apos exposicao a fragdo Vm-F19-
20 em diferentes concentragcbdes ao longo de 24 horas, identificando se a atividade
dessa fragdo possui acéo bactericida ou bacteriostatica, bem como se esta atividade
€ concentragao ou tempo-dependente.

Na Tabela 10, estdo apresentados os dados da contagem microbiana, os quais
foram utilizados para a obtencéo do Grafico 1, que expressa a cinética de morte da
bactéria Bacillus subtilis e ilustra a relagao entre as trés concentragdes (10; 100; 1000
Mg/mL) da fracdo ativa Vm-F19-20 e o numero de bactérias resultantes apos um

periodo de 24 horas de exposigao ao fitoconstituinte.

Tabela 10: Dados da contagem de Bacillus subtilis para as trés concentracdes (10; 100; 1000 pg/mL)
da fragcdo (Vm-F19-20). Microgramas (ug); mililitros (mL); fragado (F).
Dados do Experimento

Concentragao N° Bactérias Log. Concentragao N° Bactérias
(ng/mL) (x) (y)
0 16,3. 108 0 1630. 10°
10 52.10° 1 52.10°

100 12.10° 2 12. 10°
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1000 6.10° 3 6. 10°

Fonte: Elaborado pela autora (2022)

O padrao de comportamento da populagcdo de bactérias da espécie Bacillus

subtilis pode ser representado segundo a fungéo logaritmica abaixo:

Y = Bottom + (Top — Bottom)/(1 + 10X — Log|C50)y,

Em que X é o logaritmo da concentracao da fragao, e Y representa o numero

de bactérias apds um periodo de 24 horas de exposi¢cao ao extrato.

Grafico 1: Curva de morte microbiana (Log10UFC/mL) da cepa Bacillus subtilis, sob

acdo da fragdo Vm-F19-20 em trés concentragoes.
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Fonte: Elaborado pela autora (2022)

Observando o Grafico 1, nota-se que a fracdo Vm-F19-20 apresentou um efeito
bacteriostatico para a cepa Bacillus subtilis, pois ndo houve redugdo maior ou igual a
3 log10UFC/mL (99,9 %) a partir do inéculo inicial na CIM em todas as concentragdes
testadas, em um periodo de 24 horas. Conforme a concentragao da fragcdo aumenta,
menor € o numero de bactérias resultantes apds a contagem de UFC, de modo que
quando submetidas a uma concentragcdo de 1000 pg/mL foram encontradas
aproximadamente 6.10° bactérias, em 100 yg/mL12. 10%¢ em 10 ug/mL52.10°. Entao

percebe-se uma grande influéncia da fracdo Vm-F19-20 sobre o crescimento das
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bactérias quando observado o controle (0 pg/mL) que apresenta um numero
aproximado de 1630. 10° bactérias.

Desse modo, a analise do Grafico 1 sugere que pela cinética de morte, tanto
em concentracdes inferiores como na maior concentragao da fragao existe atividade
bacteriostatica dependente da concentragdo, ja que o aumento desta potencializa a
atividade antibacteriana. E importante salientar que estudos de citotoxidade da fracéo
devem ser realizados para avaliar o impacto desse fitoconstituinte em altas
concentragoes.

Nao foram encontrados na literatura estudos que avaliaram parametros de
crescimento microbiano relacionado a eficiéncia antimicrobiana de um extrato bruto
ou fracao extraida de Verbesina macrophylla. Apesar da escassez de dados para a
esse tipo de estudo, o resultado do teste mostra-se promissor, uma vez que existe a
possibilidade de em associacdo com um antibidtico padrao a atividade antibacteriana
ser potencializada. Nesse contexto, € relatado por Stefanovic et al. (2012), que
substancias diferentes combinadas aumentam as chances de conter uma infeccao, e
que a utilizagdo de extratos de espécies vegetais bioativas, derivados semissintéticos
e substancias puras isoladas ampliam a eficacia in vitro de antimicrobianos
empregados contra uma diversidade de microrganismos.

Dutra (2016), demonstrou em seus estudos que combinag¢des dos extratos
metandlicos de P. granatum, P. guajava e A. occidentale associados a antibiéticos
padronizados apresentaram uma potencializagao do efeito antimicrobiano contra a
bactérias Gram-positivas, sugerindo uma agao sinérgica entre os mesmos; Morais -
Braga et al. (2012), descrevem que Lygodium venustum possui metabdlitos
secundarios que podem ser usados em associagdo com antibiéticos, tendo sido
observado esse efeito sinérgico entre a fragdo obtida do extrato em acetato de etila e
o antibidtico amicacina frente E. coli e S. aureus.

Diante dessa possibilidade, e dos resultados promissores obtidos no teste
pode-se sugerir que novos estudos da fragdo Vm-F19-20 de Verbesina macrophylla,
devem ser realizados. Assim o Método de Checkerboard que é caracterizado por ser
um teste de microdiluicdo que avalia a CIM de drogas sozinhas e combinadas pode
ser realizado para investigar se a associagao dessa fragdo com antibioticos padrao

resulta em sinergismo, antagonismo ou indiferenca.

4.6 Caracterizagao dos constituintes quimicos de Verbesina macrophylla
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As figuras abaixo ilustram os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear
obtidos das fragbes provenientes do extrato bruto em acetato de etila de V.
macrophylla. Os dados espectrais foram adquiridos em espectrdmetro Varian INOVA
500, operando a 500 MHz para o H'.

Figura 9: Espectro de RMN de H' da fragdo Vm-F1 do extrato em acetato de etila de Verbesina
macrophylla (Vm).
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Figura 10: Espectro de RMN de H'da fragdo Vm-F2 do extrato em acetato de etila de Verbesina
macrophylla (Vm).
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Figura 11: Espectro de RMN de H' da fragdo Vm-F10 do extrato em acetato de etila de Verbesina
macrophylla (Vm).
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Figura 12: Espectro de RMN de H' da fragdo Vm-F11-12 do extrato em acetato de etila de Verbesina
macrophylla (Vm).
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Figura 13: Espectro de RMN de H'da fragdo Vm-F13-14 do extrato em acetato de etila de Verbesina
macrophylla (Vm).
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Figura 14: Espectro de RMN de H' da fragdo Vm-F15-16 do extrato em acetato de etila de Verbesina
macrophylla (Vm).
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Figura 15: Espectro de RMN de H' da fragdo Vm-F17-18 do extrato em

macrophylla (Vm).
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Figura 16: Espectro de RMN de H' da fragdo Vm-F19-20 do extrato em acetato de etila de Verbesina

macrophylla (Vm)
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Figura 17: Espectro de RMN de H' da fragdo Vm-F21-22 do extrato em acetato de etila de Verbesina

macrophylla (Vm).
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Figura 18: Espectro de RMN de H' da fragdo Vm-F23-24 do extrato em acetato de etila de Verbesina
macrophylla (Vm).
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Os espectros de RMN de H' (Vm-F1 - VmF10) apresentam um conjunto de
sinais que sugerem a predominancia de componentes do tipo acido graxos. Vm-F1 e
Vm-F2, com maior grau de pureza, se apresentaram como um sélido branco e amorfo.
De Vm-F11 a Vm-F16 aparecem sinais, entre & 6,2 e 7,4 ppm, tipicos de compostos
que apresentam grupamento aromatico. Em menor propor¢édo um conjunto de sinais

sugestivos da presenga de componentes de natureza terpénica, entre 6 2,34 e 0,82.

Entre as fragcbes Vm-F17 a Vm-F22, ha um conjunto de sinais bastante
semelhantes, com predominancia para sinais de componentes aromatico e de
terpenos, porém com maior grau de pureza na fragdo Vm-F19-20. Por isso, foi a
amostra escolhida para realizacdo de novos experimentos de RMN. Representados
pelos espectros de RMN de H' (Figura 19), e suas ampliagdes (19.1 - 19.3) e pelos
espectros de RMN: C'3, DEPT, HSQC e HMBC (Figuras 20, 21, 22 e 23). O espectro
da fragdo Vm-F23-24 apresentou baixo grau de pureza. Mostra sinais em 6 5,08 e
4,96 de hidrogénio ligados a carbono olefinico, presente em componente de natureza

terpénica, com a possivel presenga de um contaminante graxo (6 1,25).
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Figura 19: Espectro de RMN de H! da fragdo (Vm-F19-20) do extrato em acetato de etila de Verbesina
macrophylla (Vm). Os dados espectrais foram adquiridos em espectrémetro Varian INOVA
500, operando a 500 MHz para o H! e a 125 MHz para o C*3.
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Figura 19.1: Ampliagdo do espectro de RMN de H! da fragdo (Vm-F19-20) do extrato em acetato de
etila de Verbesina macrophylla (Vm). Os dados espectrais foram adquiridos em
espectrdmetro Varian INOVA 500, operando a 500 MHz para o H! e a 125 MHz para o C%3,
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Figura 19.2: Ampliagdo do espectro de RMN de H! da fragdo (Vm-F19-20) do extrato em acetato de
etila de Verbesina macrophylla (Vm). Os dados espectrais foram adquiridos em
espectrdmetro Varian INOVA 500, operando a 500 MHz para o H! e a 125 MHz para o C%3,
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Figura 19.3: Ampliac3o do espectro de RMN de H! da fra¢do (Vm-F19-20) (figuras. 19 -19.2) do extrato
em acetato de etila de Verbesina macrophylla (Vm). Os dados espectrais foram adquiridos
em espectrometro Varian INOVA 500. Operando a 125 MHz.
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Figura 20: Espectro de RMN de C*3 da fracdo (Vm-F19-20) do extrato em acetato de etila de Verbesina

macrophylla (Vm). Os dados espectrais foram adquiridos em espectrémetro Varian INOVA

500. Operando a 125 MHz.
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Fig. 21: Espectro de RMN de DEPT da fracdo (Vm-F19-20) do extrato em acetato de etila de Verbesina

macrophylla (Vm). Os dados espectrais foram adquiridos em espectrometro Varian INOVA
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Figura 22: Espectro de RMN de HSQC da fragdo (Vm-F19-20) do extrato em acetato de etila de
Verbesina macrophylla (Vm). Os dados espectrais foram adquiridos em espectrometro
Varian INOVA 500. Operando a 125 MHz.
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Figura 23: Espectro de RMN de HMBC da fragdo (F19-20) do extrato em acetato de etila de Verbesina
macrophylla (Vm). Os dados espectrais foram adquiridos em espectrémetro Varian INOVA

500. Operando a 125 MHz.
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Figura 23.1: Ampliagdo do espectro de RMN de HMBC da fragdao (Vm-F19-20) do extrato em acetato
de etila de Verbesina macrophylla (Vm). Os dados espectrais foram adquiridos em
espectrometro Varian INOVA 500. Operando a 125 MHz.
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O espectro de RMN de H' (Figura 19) da fragdo Vm-19-20 mostra um conjunto
de sinais, caracteristicos da presenga de componente aromatico e de dupla olefinica
como parte estrutural dos constituintes moleculares, localizados entre & 5,80 e 7,65
ppm. Entre eles observa-se que ha uma diferenga de intensidade. A integragdo dos
sinais revelou que o componente majoritario corresponde aproximadamente a 70 %
da amostra, caracterizado pelos sinais: 7,65 (d) integrando para 1H( 16,0 Hz); 7,45
(d), integrando para dois H (8,5 Hz); 6,87 d (8,5Hz, 1H); 6,32 d (16,0 Hz); 5,87 sl e 0
de menor proporgao, proximo de 30 %, pelos sinais: 7,73 d, integrando para 1H( 12,0
Hz); 6,88 (d), integrando para dois H (8,5 Hz); 6,84 d (8,5Hz, 1H); 5,80 d (12,0 Hz);
5,81 sl. Na regido de menor protegao entre & 0,88 e 1,82 um conjunto de sinais
caracteristicos de hidrogénios metilicos, metilénicos e metinicos que sugerem a

presenca de um grupamento com esqueleto terpénico.

No espectro de RMN C'3(125 MHz, CDCIs) (Figura 20), verificou-se a presenca
de 56 sinais. Os quais, em comparagao com espectro de DEPT (Figura 21), permitiram
determinar a presenga de 11 sinais referentes a carbonos n&o hidrogenados, 11 de
carbonos metinicos, 13 metilénicos e 07 metilicos. A analise dos dados da Tabela 11,
juntamente com as correlagdes observadas nos espectros de HSQC / HMBC (Figuras
22 e 23, respectivamente) e pela comparagao com a literatura (Tabela 11),
(BOHLMAN et al., 1980; XU et al., 2010) permitiram sugerir que a fragcdo Vm-F9-20 se

trata de uma mistura dos isémeros 6-O-3-E-p-cumorail-4a-hidroxieudesmano (Vm-A),
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com aproximadamente 70% e do 6-O-B-Z-p-cumorail-4a-hidroxieudesmano (Vm-B)

com aproximadamente 30% (Figura 24).

Figura 24: Componentes majoritarios da fragdo (F19-20) do extrato em acetato de etila de Verbesina

macrophylla (Vm).

Vm-B

OH

Tabela 11: Dados espectrais de RMN de H', C'*e HMBC dos componentes da fragdo (Vm-F19-20) do
extrato em acetato de etila de Verbesina macrophylla (Vm) em comparagado com dados da
literatura.

Dados das amostras (BOHLMANN, 1980) / (XU
et al., 2010).

A B A B
C |C13 H' C13 H' Cc13 H' Cc13
1 14519 |1,57 45,19 45,5 45,5
2 119,86 |1,86 19,84 20,1 20,1
3 143,04 |1,72 43,04 43,9 [1,69 43,9
4 72,56 |---- 72,75 |--——-- 72,7 |- 72,7
5 56,80 [1,44 56,74 1,37 57,1 11,43 m 57,1
6 (69,18 [5,86 68,66 68,9 (5,86 br 68,9
7 149,88 |1,11 49,85 50,1 50,1
8 21,12 [1,48 21,01 21,2 21,2
9 (43,56 [1,44 43,56 43,3 43,3
10134,77 |- 34,83 |- 350 |--—-- 35,0
11128,90 |1,44 28,63 28,8 (1,43 m 28,8
12121,33 10,90d 21,23 21,5 10,92d 21,5
13121,18 10,89d 21,12 214 10,90d 214
14120,69 |1,15 20,65 20,8 [1,16s 20,8
15124,46 1,20 24,37 245 |119s 24,5
1 1169,15 |---- 167,80 |--—---- 168,0 |--—---- 168,0
2' |114,85 16,30d [16,0HZz] |115,16 |5,78 d[12,0HZz] |115,4 [6,31d 115,4
3' [145,90 |7,65d[16,0Hz] | 145,70 |6,86d[12,0HZ] |146,1 |7,65d 146,1
4' 1126,20 |--- 126,49 |--—--- 126,5 |----—-- 126,5
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5 116,02 |7,44d[8,5Hz] [115,16 |7,72[8,5HZ] 1159 |7,46d 115,9
6' 130,20 |6,88d[8,5Hz] |132,91 |6,85 [8,5HZ] 133,2 |16,85d 133,2
7' 158,84 |---- 157,83 |----- 157,8 |----- 157,8
8' /130,20 |6,88d[8,5Hz] [132,91 [6,85 [8,5HZ] 133,2 |6,85d 133,2
9' 116,02 |7,44d[8,5Hz] [115,16 [7,72[8,5HZ] 1159 |7,46d 115,9

Fonte: Elaborado pela autora (2022)
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5 CONCLUSAO

O presente trabalho possibilitou ampliar o conhecimento cientifico relacionado
ao metabolismo secundario e atividade biolégica da espécie Verbesina macrophylla

(Cass). Blake (Asteraceae), colaborando para a valorizagao da flora do Brasil.

A investigacao fitoquimica realizada com o extrato bruto Acetato de Etila
oriundo das folhas de Verbesina macrophylla, utilizando-se como base a fragcdo em
Hexano e Acetato de Etila, permitiu o isolamento de duas substancias ja descritas na
literatura (6-O-b-E-p-coumaroyl-4a-hydroxyeudesmane e 6-O-b-Z-p-coumaroyl-4a-
hydroxyeudesmane), das quais tiveram a sua atividade biolégica relatada pela

primeira vez neste estudo.

Os extratos brutos em Hexano, Acetato de Etila e Etanol apresentaram-se
ativos contra Bactérias Gram-positivas e contra as cepas fungicas filamentosas e

leveduriformes.

A partir dos dados obtidos no ensaio de citotoxidade nao houve hemdlise para
o extrato bruto Acetato de Etila, enquanto o extrato em Hexano apresentou ligeira
hemdlise apenas na maior concentracao testada, no entanto, é importante salientar a
necessidade de que mais estudos frente células sanguineas humanas in vitro além de
estudos in vivo precisam ser realizados para confirmar o perfil toxicoldgico dos

extratos.

Quando avaliada a atividade biologica das 51 fragcbes obtidas do extrato
Acetato de Etila, observa-se melhor efeito tanto antibacteriano quanto antifungico nas
fragbes apolares. Entretanto as analises quimicas ndo conseguiram identificar todos
os compostos presentes nas amostras devido a grande complexidade na realizagéo
de estudos fitoquimicos. Assim novas analises sdo necessarias a fim de isolar e
caracterizar esses compostos, alguns presentes até de forma expressiva em fragées
que apresentaram boa atividade, pois é importante realizar a associagdo dos

constituintes quimicos das fragées com as atividades bioldgicas observadas.
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Os compostos encontrados na fragcdo Vm-19-20 estado relacionados com a
atividade bioldgica observada nos testes preliminares com o extrato bruto acetato de
etila, indicando uma possivel aplicacdo contra infecgdes bacterianas, podendo
futuramente servir como base para que sejam desenvolvidos medicamentos com essa
finalidade, sendo necessario novos estudos desta fragdo para melhor analise bioldgica

frente essa atividade.

Os dados de RMN demonstraram que os metabdlitos responsaveis pela
atividade antifungica das fragdes sdo majoritariamente acidos graxos. Dessa forma
sugere-se novos estudos para caracterizar tais substancias, bem como realizar novas

analises bioldgicas frente essa atividade.

De acordo com a cinética de morte microbiana a fragao FVYM19-20 apresenta
efeito bacteriostatico dependente da concentracao, para a cepa Bacillus subtilis ja que

0 aumento da concentracao potencializa a inviabilidade das células bacterianas.
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