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1. Introducao

As plantas ocupam os mais diversos ambientes por todo o globo, por serem organismos
sésseis, nao podem responder ao ambiente pelas mesmas vias possiveis aos animais € langam
mao de uma série de adaptagdes fisicas e quimicas para poder se manter nesses ambientes e ¢
justamente essa vasta capacidade biossintética das plantas que lhes conferem um valor
incomparavel como fonte de compostos terapéuticos, contribuindo para a descoberta de novas
drogas (Harborne 1993, Schmidt ez al. 2008).

No ano de 2000, estimava-se que aproximadamente 15% das 250.000 espécies de plantas
existentes no mundo tinham sido estudadas do ponto de vista quimico e 6% tinham sido testadas
para atividades biologicas (Verpoorte 2000). Por isso, a biodiversidade vegetal pode ser
considerada uma fonte inesgotavel de produtos naturais.

Considerado um dos paises com maior biodiversidade do mundo, estima-se que o Brasil
detenha cerca de 10% de toda a biota terrestre (Machado ef al. 2004) e que o dominio do Cerrado
abrigue cerca de um ter¢o da biota brasileira e 5% da fauna e flora mundiais (Almeida et al.
2005).

O Cerrado ¢ uma vegetagao adaptada as condigdes climaticas, fisiograficas, edaficas e
antropicas a que esta sujeita nas diversas areas de sua ocorréncia e sua adaptagdo pode ser
verificada por caracteristicas estruturais e funcionais, vegetativas ou reprodutivas e esta sempre
ligada as caracteristicas genéticas de cada espécie. (Mantovani & Martins 1993).

As formas de vegetacdo do Cerrado apresentam grande diversidade quanto a sua estrutura
e fisionomia e em lato senso abrangem tanto formacdes florestais relativamente densas como os
cerraddes quanto formas campestres bastante abertas (campos limpos) com a ocorréncia de
formas intermedidrias como os campos sujos, os campos cerrados e o cerrado em seu sensu
stricto (figura 1). Considerada uma “floresta de cabeca para baixo”, a biomassa subterranea do
Cerrado muitas vezes € maior que a aérea, uma vez que o bioma ¢ periodicamente renovado pelo

fogo (Rizzini 1997).



De um modo geral, podem ser notadas por toda a extensdo do Cerrado duas floras
distintas: uma herbaceo-subarbustiva e outra arbustivo-arborea, que se antagonizam por serem
ambas helidfilas, fato que difere o Cerrado das florestas onde o estrato herbaceo e formado por
espécies ombroéfilas dependentes do estrato lenhoso. A diversidade fisiondmica deste bioma ¢
determinada pelo mosaico de manchas de solos menos ou mais férteis e pela irregularidade dos
regimes e caracteristicas das queimadas e de acordo com o principal fator limitante as formagdes

sdo consideradas pedoclimaces ou piroclimaces (Coutinho 2002).
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Figura 1. Estrutura fisiondmica do dominio do Cerrado (Coutinho 2002).

O dominio do Cerrado ¢ o mais antigo dos ambientes terrestres, com cerca de 35 milhdes
de anos, por isso ja atingiu o seu climax evolutivo e encontra-se em declinio, dessa forma nao
tem mais o mesmo potencial de recuperagdo de uma floresta.

Originalmente, o Cerrado ocupava mais de 2 milhdes de km? (Felippe & Souza 2006) e
correspondia & segunda maior formagao vegetal brasileira (Almeida et al. 2005), mas devido a
intensa devastagdo antropica, sua area remanescente ¢ de apenas 20% da éarea original,

classificando-se entre os 25 “hot spots” de biodiversidade do mundo, tanto pelo grau de
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endemismo como por espécies em extingdo (Myers ef al. 2000). Estima-se que em 1992 havia
cerca de 7% de areas remanescentes do Cerrado no Estado de Sao Paulo, com apenas 0,5%
dessas areas protegidas por unidades de conservagdo (Kronka et al. 1998). Assim, a descoberta
de novas fontes de drogas a partir de espécies nativas do Cerrado estimula a preservacdo deste
bioma.

A Reserva Biologica e Estacdo Experimental de Mogi-Guagu, correspondente a uma das
areas de estudo deste trabalho, atua como area de conservacdo e pesquisa dentro do Estado de
SP, e possui area aproximada de 343 ha, clima mesotérmico com inverno seco, temperatura
média anual de 27°C e precipitacdo média anual de 1177 mm (Mantovani & Martins 1993).

O Dominio da Mata Atlantica corresponde a segunda maior floresta pluvial tropical da
América, que no passado cobria mais de 1,5 milhdes de km?, correspondente a 15% do territorio
nacional (Tabarelli et al. 2005), e atualmente estima-se que restam apenas aproximadamente 7%
de areas remanescentes, conforme ilustra a Figura 2 (Atlas dos remanescentes florestais da Mata
Atlantica 2008, Myers et al. 2000), classificando este bioma na lista mundial denominada “hot
spots”, que considera o nimero de endemismos, a razao entre espécies endémicas por area tanto
para vegetais como para animais, e perda de habitat (Myers et al. 2000). E oportuno ressaltar que
o termo dominio, segundo Coutinho (2002), refere-se a uma éarea onde predominam certas
caracteristicas morfoclimaticas e fitogeograficas distintas daquelas predominantes em outras
areas sendo extremamente abrangente e englobando outros ecossistemas sejam eles terrestres,
paludosos, lacustres, fluviais, de pequenas ou grandes altitudes, enquanto que o bioma ¢ apenas
terrestre.

No Estado de Sao Paulo, estima-se que restam aproximadamente 13% de areas
remanescentes (Atlas dos remanescentes florestais da Mata Atlantica 2008), das quais faz parte o
Parque Estadual das Fontes do Ipiranga, considerado um remanescente florestal inserido na
metrépole, com cerca de 500 ha, clima mesotérmico umido, temperatura média anual de 19°C e

precipitagdo média anual de 1540 mm (Santos & Funari 2002).



Figura 2. Area original (laranja) e os
remanescentes florestais (verde) da Mata
Atlantica no  Brasil (Atlas  dos
remanescentes  florestais da  Mata

Atlantica 2008).

A familia Asteraceae, a qual pertence o género Bidens L., ¢ a segunda mais numerosa
dentre as angiospermas, abrigando aproximadamente 23000 espécies distribuidas em mais de
1500 géneros espalhados por todo o planeta, com excecdo da Antartida, representando cerca de
10% da flora mundial (Bremer 1994). O grande sucesso da familia, capaz de se adaptar a varias
condi¢des ambientais e ecoldgicas, ¢ justificado por seus caracteres derivados, tais como:
predominancia de plantas de pequeno porte (cerca de 90%) e raramente arvores (Barroso 1991);
flores reunidas em capitulos isolados ou agrupados em inflorescéncias; frutos secos indeiscentes
com apenas uma semente e testa aderida ao endocarpo formando cipselas, cujo célice ¢ altamente
modificado em papus cerdosos, plumosos ou aristados, diretamente relacionados com a dispersao

anemocorica ou epizoocorica (Bremer 1994); indumento foliar variavel, desde lamina foliar
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glabra até a presenca de tricomas tectores e glandulares; e producdo de grande diversidade de
substancias quimicas. As plantas dessa familia sdo reconhecidas mundialmente por suas
propriedades medicinais e aparecem em um numero relativamente grande de -citagdes
bibliograficas envolvendo estudos de farmacognosia e fitoquimica.

O género Bidens L. ¢ composto por cerca de 240 espécies agrupadas em 14 segdes
distribuidas por todo o mundo, mas concentradas principalmente nas Américas do Norte e do
Sul. No Brasil ocorrem aproximadamente 13 espécies, presentes em quase todo o territério
brasileiro crescendo facilmente em lavouras agricolas onde sdo consideradas plantas daninhas
(Lorenzi 1994; Nakajima 2000). As espécies deste género sdo amplamente utilizadas pela
medicina popular em todo o mundo atraindo também as atencdes de pesquisadores e industrias
farmacéuticas com a producdo de diversas patentes (Tabela 1). Lorenzi & Matos (2002) ainda
destacam o uso popular de plantas desse género contra diabetes, disenteria, aftose, hepatite,

laringite e para cura de ictericias e outra afec¢des do figado.

Tabela 1. Lista de usos populares e atividades cientificamente comprovadas de espécies de Bidens L.

Especie Uso popular Atividade comprovada - composto bioativo Referéncia
inflamacaes. reumatismo. hepatoprotetora - flavonoides;
B. bipinnata . o > antimicrobiana, anti-inflamatéria e Yuan er al. (2008)
hipertensio e diabetes . . . i
antileucémica - poliacetilenos e flavonas
atividade antimicrobiana contra bactérias
doencas de pele, fer 1.da5'. ~ gram-positivas, fungos denrl}latoﬁtos e varias e !
B. cernua neoplasmas, como diurético cepas de leveduras patogénicas humanas - (2010)
¢ sudorifico cernuol e fenilheptatrieno isolados do 6leo
volatil
B. ferulaefolia antimaldrica - extrato etandlico Branddo et al. (1997)
. . ca Lq- Astudillo-Vazquez ef
B. odorata  desordens gastrointestinais  antidiarréica - extratos aquoso ¢ etanolico al. (2008)
antidiabética - extrato metandlico ¢
maléria, diabetes, oliacetilenos isolados; anti-hiperglicémica - .
. : . = T Chien ef al. (2009);
reumatismo, inflamac®es,  extrato aquoso; antimalérica - extrato
. L g e i .. 1 Hsu er al. (2009); Deba
B. pilosa como antiséptico, etandlico e fragdes cloroférmica e butandlica; N
e oL . j L, - et al. (2008); Brandio
antibiético, diurético e antioxidante - 6leos volateis de folhas e et al. (1997)
hepatoprotetor flores; antimicrobiano - éleos volateis e ’
extratos
malaria, inflamagdes, febre,
doencas de pele, sudorifica, . iqs .. .
S e s antimalarica - extrato etanolico; antioxidante  Branddo et al. (1997);
B. mipartita  como diurético e

estimulante do sistema
imunologico

- flavonéides

Wolniak er al. (2007)




Segundo Barroso (1991), este género pode ser facilmente reconhecido por seu papilho
formado por aristas barbeladas, retrosas, enquanto que quase todos os géneros proximos ou
semelhantes possuem aristas barbeladas, antrosas. As folhas e capitulos em Bidens possuem
grandes variacdes morfologicas tradicionalmente utilizadas para o reconhecimento especifico ou
de grupos de espécies (Nakajima 2000).

Assim como as outras espécies deste género o Bidens segetum Mart ex Colla (Figura 3) ¢
conhecido popularmente como “picdo” ou “carrapicho” devido ao seu mecanismo de dispersao.
Apesar de ser uma espécie bastante polimorfica, pode ser caracterizado por seu habito
escandente por apoio, folhas membranéceas, acuminadas, geralmente 3-partida, raro 5-partida, e
cipselas lateralmente setosas (Nakajima 2000). Sherff (1937) distinguiu duas variedades: Bidens
segetum var. segetum com folhas pinatissectas, raramente inteiras e, neste caso estreitamente
lanceoladas; e o Bidens segetum var. patula com todas as folhas inteiras, oval-lanceoladas.

Esta espécie se desenvolve em lugares umidos, beira de estradas e matas, campos de
altitude, afloramentos rochosos e bordas de capdo (Magenta 1998). Foi encontrada em um
levantamento floristico realizado no Parque Nacional da Serra da Canastra e habita o Peru,
Bolivia e no Brasil ocorre em regides de Cerrado dos estados de Goids, Minas Gerais, Parana,

Sao Paulo (Nakajima 2000, Romanuic Neto et al. 2012).

Figura 3. Populagdes de Bidens segetum Mart ex Colla. A= Reserva Biologica e Estacdo
Experimental, Mogi Guagu (RBEE); B= Parque Estadual Fontes do Ipiranga, Sao Paulo (PEFI);

C= Detalhe de seus capitulos (inflorescéncias).



Ha poucos estudos desenvolvidos com B. segetum até o momento. Lelis (2008) descreveu
a sua biologia reprodutiva, abordando a dindmica de floracdo e polinizagdo, formacgdo dos frutos
e dispersdao das sementes. Nos extratos e fragdes de seus capitulos e folhas foram relatadas
atividades antimicrobiana, citotoxica e antioxidante (Silveira et al. 2009, Fabri et al. 2011).

Virios levantamentos etnobotanicos registram o uso tradicional de plantas medicinais por
comunidades locais nos biomas brasileiros (Agra et al. 2007, Di Stasi et al. 2002, Rodrigues &
Carvalho 2001), servindo como ponto de partida para a busca de novos fitofarmacos.

A partir das plantas medicinais, podem-se produzir tanto os farmacos, que consistem de
compostos puros isolados de plantas, como os fitoterapicos, que sdo extratos complexos obtidos
de plantas para serem usados no tratamento de doengas (Schmidt et al. 2008). As abordagens
quimioterapica e fitoterapica tém sido utilizadas simultaneamente pela maioria das sociedades,
uma complementando a outra, com a aplicacdo de farmacos para o tratamento de condi¢des
agudas e os fitoterapicos sobre doengas cronicas, reduzindo sintomas e melhorando a qualidade
de vida de maneira econdmica (Gurib-Fakim 2006).

Segundo a OMS (2003) mais de 80% da populacdo do continente africano utilizam da
medicina tradicional para os cuidados bésicos de satde; cerca de 30 a 50% do consumo de
medicamentos na China consistem de preparagdes tradicionais de ervas e mais da metade da
populacdo da Europa e América do Norte j& utilizaram medicina complementar ou alternativa,
sendo que a Alemanha ¢ responséavel por consumir metade dos extratos vegetais comercializados
na Europa (Veiga Junior et al. 2005). Seguindo essa tendéncia mundial, a fabricagdo dos
fitoterapicos foi regulamentada em 2004, exigindo as mesmas condi¢des regulatdrias estritas de
produgdo, seguranga e eficacia dos farmacos (Schmidt et al. 2008). No Brasil, o governo federal
implantou o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que estabeleceu linhas de
acdes prioritarias para o uso desses medicamentos de forma segura e racional, ampliando as
opcdes terapéuticas da populacdo dentro da Politica Nacional de Praticas Integrativas e

Complementares no SUS e garantindo também a sustentabilidade da biodiversidade.



De um modo geral, ¢ possivel atribuir atividades bioldgicas a determinados grupos
quimicos de metabolitos secundarios. A capacidade de sequestrar radicais livres e o potencial
antioxidante dos compostos fendlicos depende do arranjo dos grupos funcionais sobre a estrutura
nuclear, assim, tanto o nimero como a configuracdo dos grupos hidroxilicos doadores de
hidrogénio sdo as caracteristicas principais que influenciam a capacidade antioxidante desses
compostos (Soobrattee et al. 2005). Os alcaloides sdo responsaveis por uma série de atividades
farmacoldgicas, tais como estimulante (cafeina), analgésica (morfina), anestésica (cocaina),
antitumoral (vincristina e vimblastina), antibacteriana (berberina) e antimaldrica (quinina), entre
outras (Simdes & Spitzer 2004).

Os principais fatores que afetam a produgdo natural dos metabdlitos secundarios nas
plantas sdo: localizagdo geografica (Schwob et al. 2004), temperatura, disponibilidade hidrica,
nutricdo, sazonalidade, ciclo circadiano, fenologia, herbivora e ataque de patdgenos (Gobbo-
Neto & Lopes 2007), biotipo (Tellez et al. 1999) e quimiotipo (Lahlou 2004). Enquanto algumas
espécies de plantas reduziram a sua capacidade de produzir determinados compostos secundérios
ao serem domesticadas, outros compostos bioativos tém sido fortuitamente refor¢cados ao longo
do cultivo de alimentos e selecdo de plantas medicinais, como os teores de flavonoides de uva
(Vitis spp.), que atuam no combate de doengas cardiovasculares, os teores de mentol com agdo
descongestionante da hortela-pimenta (Mentha x piperita), e o licopeno produzido pelo tomate
(Lycopersicum esculentum), que combate o cancer de prostata (Schmidt ez al. 2008).

Os produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por arraste com vapor
d’agua sdo chamados de 6leos essenciais ou 6leos volateis. Os 6leos volateis sdo constituidos por
uma mistura complexa de substancias volateis de viscosidade semelhante a dos 6leos, insoluveis
em agua e soliveis em solventes organicos. Sua composi¢do varia desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, Oxidos,
perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, ate compostos contendo enxofre.

(Simdes & Spitzer 2004).



A grande maioria dos constituintes quimicos dos Oleos essenciais ¢ derivada de
fenilpropanoides ou de terpenoides, sendo que o segundo grupo com maior relevancia. Os
fenilpropanoides sdo compostos fendlicos que se caracterizam por apresentarem uma cadeia
lateral de trés atomos de carbono derivados de aminoacidos aromaticos, que se originam a partir
do acido chiquimico. Os terpenoides, por sua vez, sdo substancias cuja origem biossintética
deriva de unidades do difosfato de isopentenila (IPP), que se origina a partir do acido
mevalonico, ou, através de uma rota alternativa, a partir do piruvato e do gliceraldeido-3-fosfato
(Adam & Zapp 1998). Os principais terpenoides encontrados nos 6leos volateis podem ser
divididos em monoterpenos e sesquiterpenos. Os monoterpenos constituiem uma classe de
terpenos cujo esqueleto contém 10 carbonos, composto por duas unidades isopreno. J& os
sesquiterpenos possuem 15 carbonos em seu esqueleto, o qual pode ser reduzido em trés
unidades de isopreno, sendo em geral menos volateis (Simdes & Spitzer 2004). O ciclo

biossintético geral dos metabolitos secundarios ¢ demonstrado na Figura 4.

CO,
l Fotossintese
ll Metabolismo Primario do Carbono }
3-Fosfoglicerato
. (3-PGA)
Eritrose-4-Fosfato Piruvato
Fosfoenolpiruvato /
Ciclo do Acido Acetil-CoA
Tricarboxilico —’
|
’ I T ; ¥ \
Aminoacidos . . E
Viado Acido pre Via do Acido Via do Acido
Chiquimico Maldnico Mevalénico | Via do Piruvato/ 3-PGA
Aminoacidos

Ammaticos

" L

- | Metabolismo Secundario do Carbono |

Figura 4: Rota de biossintese das principais classes de metabdlitos secundarios

(Taiz & Zeiger 20006).




Os oleos volateis apresentam ampla ocorréncia entre as angiospermas, sendo abundante
entre as espécies das familias Asteraceae, Lamiaceae e Myrtaceae; todas eudicotiledoneas ou em
angiospermas basais como as Lauraceae e relativamente rara entre as monocots € as
gimnospermas. Estdo presentes em estruturas especializadas, como células parenquimaticas
diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), em pélos glandulares (Lamiaceae), ou canais
oleiferos (Apiaceae). E podem também estar estocados em certos 6érgaos como flores (laranjeira),
folhas (louro), cascas do caule (canelas), madeira (pau-rosa), rizomas (gengibre), frutos (anis
estrelado) ou sementes (noz-moscada). (Simdes & Spitzer 2004).

A producao de 6leos essenciais pelas plantas tem uma demanda de energia consideravel,
representada pelo investimento em DNA, enzimas e fotossintéticos, isto ¢, os individuos que os
produzem devem ter alguma vantagem quando comparados com os que ndo os produzem. Os
Oleos essenciais presentes nas plantas, assim como os demais metabolitos secundarios,
desempenham fung¢des fisioldgicas e ecoldgicas especificas, ou seja, estas substincias sdo
sintetizadas em resposta as necessidades ecoldgicas e de desenvolvimento da planta (Silva 2005).

A figura 5 demonstra hipoteticamente algumas dessas fungdes.
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Microrganismos

Plantas Herbivoros Alelopatia
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Figura 5. Fungdes ecoldgicas, fisioldgicas e adaptativas dos metabolitos

secundarios para o estabelecimento da planta no ambiente (Silva 2005).
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A natureza ¢ uma fonte de inestimavel riqueza para novos medicamentos e os produtos
naturais sdo considerados como uma das maiores fontes de diversidade quimica. Nos EUA e
Inglaterra, aproximadamente 25% dos compostos ativos, nas prescrigdes atuais, foram
identificados em plantas superiores (Trevisan et al. 2003).

Agentes fungitoxicos provenientes de plantas superiores sdo utilizados tanto na clinica
humana quanto na veterinaria, e sdo pesquisados através da detec¢do do efeito inibitorio das
substancias sobre o crescimento de cepas especificas de fungos. Os estudos com fungos
fitopatogé€nicos sdo de grande interesse agricola, visto que representam perdas e prejuizos no
ambito econdmico, além de problemas ecologicos, em decorréncia do uso de pesticidas para o
seu controle O fungo Cladosporium cladosporioides (Fresen) de Vries, ¢ uma espécie
fitopatogénica em Anacardium occidentale L. ocorrendo nos Estados da Bahia, Ceara, Piaui e
Rondonia, em Astronium urundeuva Engl. e Lycopersicon esculentum Mill. (Mendes 1998).
Enquanto que o fungo Cladosporium sphaerospermum Penzig, ¢ uma espécie comum e
cosmopolita, ocorrendo como invasor secundario em diversas partes de plantas, como a rizosfera
do feijdo, e sementes de arroz e milho. Encontrado em ambientes como ar, solo, comidas e
tinturas, ¢ sensivel a diversas substancias quimicas (Hoog & Garro 1995).

Outro alvo das companhias farmacéuticas ¢ o desenvolvimento de farmacos que
aumentem a capacidade cognitiva. Assim, pesquisas sobre a possibilidade de que a elevagdo no
nivel da acetilcolina possa melhorar os sinais de deficiéncia de aprendizagem vem sendo
incentivadas e os inibidores da acetilcolinesterase, os quais aumentam a func¢do colinérgica
central, utilizados no tratamento da doenga de Alzheimer. A doenga de Alzheimer é uma doenga
degenerativa do sistema nervoso central, de causa ndo totalmente conhecida que acomete cerca
de 5% dos individuos com idade superior a 65 anos, causando entre outros sintomas deficiéncias
relativas a memoria. Ela esta associada com “déficits” dos diversos neurotransmissores cerebrais,

como a acetilcolina (ACh), a noradrenalina e a serotonina (Francis et al. 1999).
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Recentemente, tem havido um interesse crescente na pesquisa sobre o papel dos
derivados de plantas antioxidantes em alimentos e satide humana. Antioxidante ¢ uma substancia
que, em pequenas quantidades, ¢ capaz de prevenir ou retardar, de forma significativa, a
oxidacdo de materiais facilmente oxidaveis, tais como as gorduras. O processo de
envelhecimento e o aparecimento de patologias como o cancer, enfisema, aterosclerose, artrites e
outras doencas graves estdo relacionadas com a oxida¢do de componentes bioldgicos como
membranas celulares, proteinas e o DNA. Contudo, outros campos também precisam de
antioxidantes, tais como o controle de polimerizagdo no fabrico de borracha, plésticos e tintas,
para a protecdo de plasticos claros contra a luz ultravioleta, ou na elaboracdo de melhores
combustiveis para automoveis e 6leos lubrificantes (Liu 2010; Miguel 2010).

A selecdo de espécies vegetais com atividades antifingica e inibidora da
acetilcolinesterase ja vinha sendo realizada por nosso grupo, dentro do programa
BIOTA/FAPESP, cujos objetivos principais eram a descoberta de farmacos de alto valor
comercial e a conservagao e o desenvolvimento sustentavel dos biomas Cerrado ¢ Mata Atlantica
do Estado de Sao Paulo. Triagens realizadas em regides de Cerrado indicaram algumas espécies,
entre elas Bidens segetum Mart. ex Colla, para esse estudo devido ao forte potencial antifingico
e anticolinesterdsico detectados no extrato bruto e nos 6leos volateis obtidos dessa espécie
(dados nao publicados), respectivamente, justificando um estudo aprofundado da composi¢do
quimica e atividades biologicas de seus componentes fixos e volateis, a fim de ampliar o
conhecimento da espécie, permitindo estabelecer mecanismos e estratégias para garantir a

conservagdo e o uso sustentavel do Cerrado.
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2. Objetivos

2.1. Gerais

Avaliar as atividades biologicas dos componentes fixos e volateis de Bidens segetum
(Asteraceae), de modo a ampliar o conhecimento sobre a espécie.

2.2. Especificos

Analisar a composi¢do quimica dos 6leos volateis de B. segetum, obtidos de diferentes
orgaos (folhas, ramos caulinares, flores, frutos e raizes), a partir de material fresco, em dois
estadios fenologicos (reprodutivo e vegetativo), de populacdes de ocorréncia natural no Cerrado
de Mogi-Guagu (dominio do Cerrado) e cultivado no Instituto de Botanica (dominio da Mata
Atlantica);

Testar as atividades biologicas de todos os oOleos volateis obtidos, por ensaios:
antifiingico, anticolinesterdsico e antioxidante;

Comparar a composi¢ao quimica do 6leo volatil e do aroma das flores da populagdo
cultivada de B. segetum, obtidos por hidrodestilagdo e microextracdo em fase solida (SPME),
respectivamente.

Realizar o fracionamento biomonitorado dos extratos etandlicos de folhas, ramos
caulinares, flores, frutos e raizes de B. segetum, que apresentarem atividades bioldgicas,

direcionados para a obtencao das fracdes ou compostos responsaveis pelas atividades detectadas.
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3. Material e Métodos

O estudo foi realizado no Laboratério de Fitoquimica e de Fisiologia e Bioquimica do
Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do Instituto de Botanica (IBt) da Secretaria do
Meio Ambiente do Estado de Sao Paulo (SMA/ SP).

A espécie foi identificada pela Doutora Inés Cordeiro e uma exsicata (Nascimento 101)

foi depositada na colecdo do Herbario do Instituto de Botanica (SP).

3.1. Material vegetal e delineamento experimental
3.1.1. Estudo dos componentes volateis (0leos e aromas)

O material vegetal foi coletado, sempre pela manha, de uma populacao selvagem de B.
segetum, localizada na Reserva Biologica e Estacdo Experimental (RBEE) de Mogi-Guagu
(dominio do Cerrado), e a partir de plantas cultivadas em canteiros no Instituto de Botanica (IBt)
de S3o Paulo (dominio da Mata Atlantica) a partir de sementes provenientes da populacao
selvagem, de acordo com seu estddio fenologico: em abril, para coleta de folhas, ramos
caulinares e inflorescéncias (capitulos), no estadio reprodutivo de floragdo; em maio, para coleta
de infrutescéncias (cipselas) e de folhas e ramos caulinares, no estadio reprodutivo de
frutificagdo; em dezembro para coleta de folhas e ramos caulinares, no estadio vegetativo, em
ambas as populagdes. Para o estudo do aroma foram utilizados capitulos frescos, recém
coletados, da populacdo cultivada (PEFI).

Todo o material vegetal foi triado, para se retirarem das amostras partes vegetais
senescentes, muito jovens, com sinais de predacdo ou doengas e também restos de outras
espécies vegetais ou animais.

Antes da extracdo dos 6leos volateis, o material vegetal proveniente de cada populagdo
foi reunido, para estudo de carater populacional, e dividido em trés partes iguais, de modo a

permitir o calculo das médias da triplicata em rela¢do ao rendimento dos 6leos de cada material.
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O material coletado na RBEE de Mogi-Guagu foi transportado em sacos plésticos dentro
de caixas de isopor com gelo sendo congelado para posterior extragdo dos Oleos volateis. O

material cultivado no IBt também foi congelado ap6s a coleta para posterior extragao.

3.1.2. Obtencao dos Oleos volateis de folhas, ramos caulinares, capitulos e cipselas de B.
segetum pelo método de hidrodestilacio.

Ap6s o descongelamento, o material vegetal foi picado manualmente com o auxilio de
uma tesoura sendo entdo pesado em uma balanga analitica digital e submetido a hidrodestilagao
em aparelho tipo Clevenger, mantida por 3 horas apds o inicio da ebuli¢do. O 6leo obtido foi
retirado junto com parte do hidrolato, extraido em pentano (Synth) e desidratado com sulfato de
sodio anidro (Na,SOj4). O pentano foi retirado com o auxilio de evaporador rotatério € o 6leo
volatil puro pesado para se determinar o rendimento e, posteriormente, armazenado em
congelador, a temperatura de -22°C para as analises posteriores (Farmacopeia Brasileira 2001).

O rendimento do 6leo volatil foi calculado com base na massa de 6leo obtida em relacao

a massa de material vegetal utilizada. Os valores foram dados em porcentagem.

3.1.3. Estudo do aroma das flores de B. segetum pelo método de microextracio em fase
solida (HS-SPME)

Os compostos volateis emitidos pelas flores foram capturados pela técnica de
microextragdo em fase solida (do inglés — Solid Phase Micro Extraction), utilizando um
dispositivo Supelco com fibra de polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 pum. Para tanto, dois
capitulos, recém-coletados pela manha; imersos em 20 ml de solucdo salina saturada (H20 +
NaCl), previamente preparada; hermeticamente fechados em um vial de 40 ml; foram aquecidos
e mantidos a 60°C; sob agitacdo constante em um agitador magnético (Fisatom). Antes da
primeira e ap6s cada analise, para eliminar interferéncia “de fundo” ou arraste de amostra, a fibra

foi mantida exposta no injetor do cromatégrafo a 250°C por no minimo 10 minutos. Apds essa
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“purga” a fibra foi retraida para dentro da agulha e inserida no septo que sela o frasco com a
amostra. A fibra foi exposta ao espaco vazio (headspace — HS) acima da amostra e passados 30
minutos, foi recolhida novamente para a agulha e a seringa levada imediatamente ao injetor do
cromatografo a gas, no qual os compostos volateis foram dessorvidos por 15 minutos, apds nova
exposicdo da fibra (Pawliszyn & Arthur 1990, Valente & Augusto 2000, Junqueira et al. 2004)
As condigdes cromatograficas de andlise foram as mesmas utilizadas para os oleos

volateis e o ensaio foi repetido trés vezes.

3.1.4. Estudo dos componentes fixos

O material vegetal amostrado para o estudo dos componentes fixos também foi coletado
da populacgdo selvagem de B. segetum, localizada na Reserva Biologica e Estagdo Experimental
(RBEE) de Mogi-Guagu (dominio do Cerrado), e da cultivada no Instituto de Botanica (IBt) de
Sao Paulo (dominio da Mata Atlantica) de acordo com seu estadio fenoldgico.

Na populacao selvagem (RBEE), durante o ano de 2011, foram realizadas coletas de
capitulos, folhas e ramos caulinares em abril; de folhas e ramos caulinares em maio e; de folhas
ramos caulinares em dezembro. Além destas, houve a necessidade de outra expedi¢do, em maio
de 2012, para a coleta de infrutescéncias (cipselas) devido a escassez de material no ano anterior.

Na populagdo cultivada (PEFI), durante o ano de 2011, foram realizadas coletas de
folhas, ramos caulinares e raizes em abril; de cipselas, folhas, ramos caulinares e raizes em maio
e; de folhas, ramos caulinares e raizes em dezembro. Semelhante ao ocorrido para as cipselas
provenientes da populagdo da RBEE, os capitulos da populagdo do PEFI, utilizados para este
proposito, tiveram de ser coletados em abril de 2012, visto que houve escassez desse material no
ano anterior devido a ocorréncia de um intenso ataque de insetos herbivoros nos canteiros dessas

plantas durante esse periodo (Figura 6).
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Apos triagem, os materiais vegetais foram secos a sombra, a temperatura ambiente, em
casa de vegetagdo, por cerca de trinta dias e moidos em moinho de facas para obten¢do do po

utilizado para a extracdo (Moinho de facas TE 625 Tipo Croton, Marca TECNAL, Mesh 20).

Colla mantidos no Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI).

3.1.5. Obtencao dos extratos etandlicos e fracoes das diferentes partes de B. segetum.

As amostras de B. segetum pulverizadas foram submetidas a extracdo com alcool etilico
comercial (93°) sob pressdao (1500 -1700 psi) e temperatura de 60°C em extrator ASE300
(DIONEX). As solugdes etanolicas obtidas foram concentradas em evaporador rotatorio
(BUCHI) e posteriormente levadas ao banho-maria (40°) para eliminacdo completa do alcool
etilico e obtencdo dos extratos etanolicos secos. Os extratos etanolicos das folhas, raizes,
capitulos e cipselas das plantas da populacdo do PEFI, selecionados pelas atividades bioldgicas
detectadas, foram submetidos a parti¢cdes liquido-liquido com MeOH-H20 na razdo de 1:1 (V/V)
e solventes organicos de polaridades crescentes (hexano - HEX, diclorometano - DCM e acetato

de etila - AcOEY).

3.1.6. Derivatizacido das fracées para analise em GC-MS
Em microtubos de 1,5 ml aliquotas de 400 pg das amostras secas foram suspensas em

150 pl de piridina; depois se adicionou 50 pl de cloridrato metoxiamina na concentragcao de
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20mg/ml de piridina (preparados no momento do uso); e entdo 50 pl de Bis-(trimetilsilil)
trifluoroacetamida (BSTFA) + 1% TMCS (trimetilclorossilano); os microtubos foram encubados
a 75°C por 1 hora sob agitagdo constante e; por fim o volume foi transferido para os frascos de

vidro, lacrados e encaminhados para a inje¢do no cromatografo a gas (Caccere et al. 2013).

3.2.  Anailises Cromatograficas
3.2.1. Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCD)

Para as analises em cromatografia de camada delgada analitica (CCD) foram utilizadas
placas cromatograficas de silica gel 60 F254 (Merck). Os 6leos volateis foram sempre analisados
em espote unico, sem desenvolvimento da placa. Ja os extratos e suas fragdes foram submetidos
a dois sistemas de eluentes. Sendo o primeiro sistema formado por Hexano-Acetato de etila 9:1
(V/V), para andlise dos compostos apolares, e apds seu desenvolvimento e secagem, as
cromatoplacas foram ressubmetidas ao segundo sistema constituido por AcOEt-MeOH-H20
80:12:8 (V/V), para compostos polares.

Ao término da cromatografia as placas foram observadas sob luz UV nos comprimentos
de onda (1) de 254 nm e 366 nm, em equipamento CAMAG ReproStar 3 e fotografadas em

camera Epson PhotoPC 3000Z.

3.2.2. Analise por CG-EM dos 0leos volateis e do aroma.

As amostras foram analisadas quali- e quantitativamente em cromatografia a gés, em
aparelho Agilent (série 6890) Hewlett-Packard, acoplado a espectrometro de massas, com
sistema quadrupolo (Agilent 5973 Network Mass Selective Detector), com energia de ionizagao
de 70eV. A coluna capilar utilizada foi HP 5-MS (30m x 0,25mm de didmetro interno, com 0,25
um de espessura), nas seguintes condi¢des: injetor (com divisdo de fluxo-split/splitless) a 250°C
(razdo de divisdo 1: 20), temperatura de aquecimento da coluna de 40 a 240°C a 3°C/min, 240°C

por 10 min (tempo total de andalise 78 min) utilizando Hélio como gés de arraste a uma pressao
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de 80 kpa e velocidade linear de 1 ml/min. O indice de retengdo de Kovats (IK) foi calculado em
coluna HP 5-MS, utilizando uma série homoéloga de n-alcanos (Cs-Cy49) submetidas as mesmas
condi¢cdes de andlise cromatografica das amostras dos 6leos e aroma.

Os o6leos volateis obtidos por hidrodestilagdo foram diluidos em acetona na razdo de
1:100 (V/V). O volume de inje¢do foi de 1,0 ul e as amostras foram injetadas por um injetor
automatico Agilent modelo 7683 Series.

A identificagdo dos componentes dos Oleos volateis e do aroma foi baseada na
comparag¢do entre o indice de retencdo e o espectro de massas destes com os das bibliotecas
instaladas no equipamento (Wiley 275 e Adams 2007), de amostras auténticas e dados retirados
da literatura ou, ainda, por compara¢do com espectros de massas registrados em banco de dados
como NIST 08 (National Institute of Standars and Technology), onde sdo registrados mais de
65.000 compostos.

A fim de permitir uma comparag¢do entre os tempos de retengdo dos diferentes compostos
obtidos com os dados da literatura, amostras auténticas e banco de dados, foi utilizado o indice
de retengdo de Kovats, que utiliza uma série de carbonos de alcano saturado normal, para evitar
erros devidos a variagdes do tempo de retencdo dos compostos, decorrentes de alteragdes como
temperatura, fluxo e operador. O indice de reten¢@o corrigido varia muito pouco e de maneira
linear com a temperatura. Os indices de retencdo calculados foram, entdo, comparados com os da
literatura ou com amostras auténticas (Sandra & Bichi 1987; Collins & Braga 1988).

O indice de retencao foi obtido através da seguinte equacao:

I 100z +100(log?' RX —logt'RZ)
(logr'R(Z +1)—logt'RZ)
Onde: z = numero de atomos de carbono com menor peso molecular.
t’RX = tempo de retengdo do composto x, sendo que t’RX ¢ intermediario a t’'RZ e t’'R(Z+1).
t’RZ e t’R(Z+1) = tempos de retencdo ajustados de alcanos de cadeia normal.

Os cromatogramas foram reitengrados com pico inicial de 0,5% para os compostos.
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3.2.3. Analise por CG-EM das fracoes.

O sistema GC-MS foi composto por um cromatdgrafo a gas Agilent 6890 Series, com
HP1701 de 30 m com 0,25 pm de espessura (Supelco, Bellfonte, CA) e um espectrometro de
massas Agilent 5937 NetWork tendo como fonte de ionizagao impacto eletronico com analisador
de massas do tipo quadrupolo. O sistema utilizou Hélio (He) como gés de arraste.

As amostras foram derivatizadas e preparadas em [10 mg/ml] e analisadas nas seguintes
condi¢des: temperatura do injetor em 250 °C, injecdo de 0,6 uL, fluxo de hélio em 1 ml/min,
ionizagdo em 70 eV e temperatura da fonte de ions de 150 °C. A analise foi desenvolvida sob o
seguinte programa: temperatura inicial 70 °C por 5 minutos, aumentando 5 °C por minuto até
280 °C mantida por 1 minutos, com tempo total de 48 minutos. O espectro de massas foi
armazenado a uma taxa de 2 varreduras s™' na faixa de 50 a 650 m/z.

A identificagdo dos componentes detectados foi baseada na comparagdo entre o indice de
retencdo e o espectro de massas destes com os da biblioteca NIST 08 instalada no equipamento.

Os cromatogramas foram reitengrados com pico inicial de 0,1% para os compostos.

3.2.4. Analise por LC-DAD e LC-MS-MS/ESI(+).

As andlises em LC-DAD e LC-MS-MS/ESI(+) foram realizadas pela Central Analitica do
Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (USP). O sistema utilizado foi composto por
um LC da marca Shimadzu, com bomba LC-10AD vp, detector SPD-M10A vp, injetor
automatico SIL-10AF, coluna C-18 de fase reversa Phenomenex Luna (250 X 4,6mm - 5y) € um
detector de espectrometria de massas modelo Esquire Plus 3000 da marca Bruker, com fonte de
ions em eletrospray e analisador do tipo quadrupolar de armadilha de ions (ion trap). Todos os
dados foram obtidos no modo positivo ESI(+).

As amostras foram preparadas em concentracdo de Img/ml (MeOH — Merck PA),
centrifugadas (5 minutos a 13000 rpm - 20°C) e filtradas (Millex 0,45 um - Millipore). O perfil

cromatografico foi obtido nas seguintes condi¢des: volume de injecao de 20 ul; fluxo de 1
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ml/min; foi utilizado um gradiente linear com a fase moével A (acetonitrila — Merck grau HPLC)
e fase movel B (dgua Mili-Q acidificada com 0,1% de acido acético glacial - Merck); eluicao
inicio (T= 0 minutos) com 90% da fase mdvel B e 10% da fase movel A e finalizando com 10%
da fase mével B e 90% da fase movel A; tempo total de corrida de 50 minutos. Os perfis foram

registrados em (A) 254 nm.

3.3. Atividades biologicas
3.3.1. Bioautografia com Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum
para avaliacio preliminar da atividade antifungica

Para a avaliacdo da atividade antifingica dos extratos e das fracdes obtidos de folhas,
ramos caulinares, raizes e flores de B. segetum, amostras dos extratos brutos (400 pg) e das
fragdes (200 pg) foram analisadas em CCD, em cromatoplacas de silica gel F254 (Merck),
desenvolvidas conforme descrito no item 3.2.1, e apds completa evaporacdo dos solventes, as
placas foram borrifadas com suspensdo de esporos dos fungos Cladosporium cladosporioides
(Fresen) de Vries (CCIBt 140) ou C. sphaerospermum Penzig (CCIBt 491) em meio liquido de
sais minerais e glucose (6:1) e incubadas em camara imida a 25 °C, no escuro, por 48 horas,
segundo método de Homans & Fuchs (1970). Apos o periodo de incubagdo, zonas claras de
inibi¢do do crescimento do(s) fungo(s) se formaram em contraste com um fundo de coloragao
escura, nas amostras que apresentaram atividade, e o fator de retencdo (Rf) dos constituintes
ativos foi determinado.

Para a avalia¢do preliminar da atividade antifingica dos oleos volateis de B. segetum
obtidos por hidrodestilacdo, 200 pg dos 6leos diluidos em 10 pl de acetona foram aplicados em
sobre placas de silica gel Fps4 (Merck), borrifadas com a suspensdo de esporos dos fungos C.
cladosporioides ou C. sphaerospermum, e incubadas conforme descri¢do do ensaio para extratos
e fracdes. Para as amostras de 6leos que apresentaram forte atividade foi determinado o limite de

detecg¢do utilizando 200, 100, 50, 25, 10 e 5 pg dos o6leos diluidos em 10 pl de acetona,
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repetindo-se o ensaio como descrito anteriormente. Nistatina (5 pg) foi utilizada como controle

positivo.

3.3.2. Ensaio qualitativo da atividade inibidora da acetilcolinesterase

Amostras dos extratos brutos (200 ug) e das fragdes (100 pg) foram analisadas em CCD
de silica gel F,s4 (Merck). Como controle positivo foi utilizado fisostigmina (0,5 pg).

Apo6s o desenvolvimento da cromatografia, a placa foi borrifada com uma solugdo de
enzima acetilcolinesterase (6,66 U) acrescida de albumina bovina fra¢ao V (0,1%), incubada em
camara umida fechada a 37 °C por 20 minutos e, em seguida, borrifada com uma mistura da
solugdo etandlica de acetato de l-naftila (5 ml; 0,25%) e aquosa do sal Fast Blue B (20 ml;
0,25%) (Marston et al. 2002). A coloragdo roxa aparece em aproximadamente 2 minutos. O
aparecimento de mancha clara sobre um fundo de colorag@o roxa indica inibi¢do da atividade da
enzima acetilcolinesterase onde houver substancia ativa. Os cromatogramas obtidos foram
observados em A 254 nm e 366 nm, e fotografados em camera fotografica Epson. E o fator de

retengdo (Rf) das bandas foi determinado.

3.3.3. Ensaio quantitativo em microplaca da atividade inibidora da acetilcolinesterase

A atividade anticolinesterasica das fragdes e dos Oleos volateis foi avaliada
quantitativamente em microplaca, baseada no método de Ellman (Ellman et al. 1961), utilizando
um leitor KC4-Biotek. As fragdes foram diluidas em metanol e testados nas concentracdes de
100 pg/ml. Os Oleos volateis foram dissolvidos em MeOH + Twen 20 na concentragao
preliminar de 20 mg/ml. As amostras de 6leos volateis que apresentaram atividade (acima de
50% de inibigdo) foram testadas nas concentragdes de 200 — 100 — 50 — 25 — 12,5 — 6,3 — 3,1
pg/ml para determinagdo da curva de inibicdo da enzima acetilcolinesterase e determinagdo da

CEso.
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Nas 96 cavidades da microplaca, foram adicionados 25 pl de iodeto de acetiltiocolina (15
mM), 125 ul de 5,5’—ditiobis-[2-nitrobenzéico] na solugdo C (3 mM, DTNB ou reagente de
Ellman), 50 pl da solucdo B, 25 pl da amostra de fracdo ou 6leo volatil dissolvida em metanol e
diluida 10 vezes na solugdo A para obter uma concentragdo final de 0,2 mg/ml (Rhee et al. 2001,
Trevisan et al. 2003). A absorbancia foi medida a 405 nm a cada 30 segundos por 2 vezes. Em
seguida, foram adicionados 25 pl da enzima acetilcolinesterase (0,22 U/ml) e a absorbancia
medida novamente apos 10 e 20 minutos de incubagdo da enzima. A porcentagem de inibi¢do da
acetilcolinesterase foi calculada através da comparacdo das velocidades de reagdo (hidrolise do
substrato) das amostras em relacdo ao branco (10% de MeOH + Twen 20 na solugdo A,
considerada atividade total da AChE, 100%). Os resultados quantitativos foram representados
em um grafico como médias dos ensaios realizados em triplicata. Solucdes - A: Tris/HCI 50 mM,
pH=8; B: Tris/HCl 50 mM, pH=8, com 0,1% de albumina bovina fragdo V; C: Tris/HCI 50 mM,

pH=8, com 0,1 M de NaCl e 0,02 M de MgCl, .6 H,O.

3.3.4. Ensaio qualitativo da atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical
livre DPPHe

Aliquotas dos extratos etandlicos brutos (200 pg) e das fragcdes obtidas destes extratos e
dos o6leos volateis (100 pg) foram aplicadas em cromatoplacas de silica gel F254 (Merck).
Quercetina foi utilizada como padrdo (5 pg), dissolvida em metanol. A placa cromatografica foi
revelada com uma solu¢do metandlica do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (0,2%, DPPH,
Sigma). A coloragdo roxa aparece em aproximadamente 30 minutos e as manchas brancas ou
amarelas sdo indicativas de atividade antioxidante (Cuendet et al. 1997). Os resultados foram
observados, fotografados, os valores de Rf calculados e os cromatogramas registrados em

sistema CAMAG.
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3.3.5. Ensaio quantitativo em microplaca da atividade antioxidante pelo método de
sequestro do radical livre DPPHe

As fragdes foram testadas nas concentragdes de 100 — 50 — 25 — 10 — 5 — 1 pg/ml para
determinagdo da curva de atividade e determinacdo da CEsy. Nas 96 cavidades da microplaca,
foram adicionados 71,4 pL de solugdo etandlica de DPPH (0,3 mM) e 178,5 uLL. da amostra de
extrato ou fragdo em diferentes concentra¢des, no branco foram pipetados 71,4 puL. de solucao
metanolica e 178,5 pL da amostra teste. Como controle negativo foi utilizado 71,4 puL de solucao
metanodlica de DPPH (0,3 mM) e 178,5 pL de metanol. A microplaca foi mantida a temperatura

ambiente, no escuro durante 30 minutos, a absorbancia foi medida a 518 nm em aparelho

BIOTEK KC4 (Tepe et al. 2005).
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4. Resultados e Discussao

O clima do Estado de Sao Paulo se caracteriza por um verdo umido e um periodo de
inverno seco, com temperaturas amenas e precipitagdo pluviométrica reduzida, fatores que
podem influenciar alteragdes no metabolismo das espécies vegetais (Machado et al. 2002). A
Figura 7 mostra os dados de precipitagdo total, umidade relativa do ar e as temperaturas médias
do PEFI e da RBEE de Mogi Guagu, nos periodos de Janeiro/2011 a Outubro/2012. Os dados
foram registrados pelas estacdes meteorologicas do Departamento de Ciéncias Atmosféricas do
Instituto de Astronomia, Geofisica e Ciéncias Atmosféricas (IAG) da Universidade de Sao Paulo
(USP), localizado no PEFI e da empresa produtora de celulose e papel Chamflora Mogi Guagu
Agroflorestal Ltda., localizada na Rodovia SP 340, km 171 no municipio de Mogi Guacu.

Alguns dados correspondem aos ja publicados, de acordo com os quais o clima da regido
do PEFI, caracterizado por Santos & Funari (2002), pela classificagdo de Koppen, ¢ do tipo Cwb,
mesotérmico umido sem deficiéncia de dgua e com excesso no verdao, com temperatura média
anual de 19 °C, precipitagdo média anual de 1540 mm e umidade relativa do ar média anual de
81%, semelhante ao observado no periodo de estudo (Tabela 2). O clima do Cerrado de Mogi
Guacu ¢ classificado como Cwa, de Képpen, mesotérmico de inverno seco, com precipitacao
média anual de 1177 mm, umidade relativa do ar média anual de 75% e temperatura média anual
de 27°C (Mantovani & Martins 1993). Portanto, de um modo geral, a Mata Atlantica ¢
caracterizada por maiores indices de precipitacdo e umidade e por temperaturas mais baixas que
o Cerrado, embora as temperaturas registradas no periodo tenham se mostrado proximas e a
precipitagdo da RBEE tenha sido elevada para a regido.

Souza (2009) observou a existéncia de duas estacdes meteorologicas distintas no PEFI,
com niveis mais elevados de pluviosidade e temperatura de novembro a margo, em oposicao a
um periodo de temperaturas mais baixas € menor precipitagdo de maio a agosto, enquanto que
Murakami (2009) obteve uma distribui¢do de chuva igualmente marcante para o cerrado de Mogi
Guagu caracterizada por verdo chuvoso e inverno seco, corroborando com o perfil do clima

observado no periodo de estudo.
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Figura 7. Médias mensais de umidade relativa do ar, precipitacdo total e de temperaturas
registradas para a regido do PEFI e da RBEE entre Janeiro/ 2011 e Outubro/2012. As estrelas
indicam os meses em que houve coleta de material vegetal para estudo dos componentes volateis
e fixos de Bidens segetum.
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Tabela 2. Valores médios de precipitacao, umidade relativa do ar e temperatura do PEFI (Mata

Atlantica) e da RBEE (Cerrado).

Dados PEFI RBEE
Precipitacao Total (mm) 1719 1431
Umidade Relativa do Ar (%) 80 76
Temperatura (°C) 19 21

O teor de metabdlitos secundarios pode ser influenciado por varios fatores, dentre eles o
local e época de coleta da planta e principalmente a parte da planta utilizada (Falkenberg et al.
1999). A Tabela 3 mostra o rendimento dos 6leos volateis extraidos por hidrodestilagao de
folhas, ramos, capitulos e cipselas de Bidens segetum, coletada nas duas populagdes estudadas
em diferentes fases fenologicas. O rendimento do dleo volatil obtido das estruturas vegetativas
ndo apresentou variagdo significativa entre as fases fenologicas ou local de coleta. Os maiores
rendimentos foram observados para as estruturas reprodutivas do material coletado na RBEE,
sendo que a principal discrepancia nos valores de rendimentos foi observada entre o 6leo volatil
obtidos dos capitulos da populacdo selvagem da RBEE (0,15%) em relacdo aos obtidos da
populacdo cultivada no PEFI (0,05%). Como a comparagdo entre a composi¢do quimica desses
dois Oleos também foi a mais discrepante, pode-se inferir uma possivel resposta fisiologica ao
estresse causado pelo ataque de pragas na populagdo cultivada, entre os meses de marco € maio,
periodo que abrangeu a primeira e segunda coleta de material vegetal (Figura 6), e/ou aos
maiores indices de precipitacao total e de temperatura média no periodo na RBEE. As plantas
sao submetidas a condi¢cdes ambientais que influenciam seu desenvolvimento e crescimento, isso
sugere a existéncia de alteragdes metabolicas como respostas a pressao seletiva do meio. Os
fatores ambientais podem ser de carater bidtico ou abidtico. Fatores bidticos estao relacionados
com as interagdes planta-herbivoro, planta-microrganismo ou planta-planta. Os mecanismos de
respostas a estas interacdes variam de acordo com as relagdes ecologicas locais e imediatas, e

podem resultar em diversas alteragdes na sintese de metabolitos (Andrade & Casali 1999).
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Dentre os fatores abidticos estdo as condigdes de clima e solo. De acordo com Bell (1981), a
intensidade luminosa pode alterar a acdo de enzimas fotossensiveis envolvidas na rota
biossintética, de forma a alterar a composi¢@o de 6leos essenciais. Em outras palavras, condi¢des
ambientais que interferem no metabolismo primario, influenciam indiretamente o metabolismo
secundario, visto que hd uma relagao intrinseca entre eles.

Em estudos anteriores realizados por Nascimento (2008), com material vegetal coletado
nas mesmas fases fenologicas, na populacio da RBEE, os oleos das folhas e capitulos
apresentaram rendimento semelhante (0,05 e 0,16 %, respectivamente) enquanto que o das
cipselas apresentou rendimento maior (0,16 versus 0,09%). Deba et al. (2008) estudando os
0leos volateis de folhas e capitulos de uma populacdo selvagem de Bidens pilosa Linn. var.
Radiata e encontraram rendimento ligeiramente superior para as folhas (0,08 %) e inferior para

os capitulos (0,06 %) quando comparados aos obtidos neste estudo.

Tabela 3. Rendimento médio dos 6leos volateis das diferentes partes de B. segetum de acordo

com a fase fenoldgica e o local de coleta.

Fase Fenologica

Coleta Oleos . .
Floracao Frutificacao Vegetativo

Folhas 0,05 * 0,05 0,05

= Ramos 0,02 0,01 0,01

2 Capitulos 0,15 - -
Cipselas - 0.09 -
Folhas 0,07 0,06 0,06

= Ramos 0,01 0,01 0,01

= Capitulos 0,05 - -
Cipselas = 0,10 -

RBEE = Reserva Biologica e Estagdo Experimental de Mogi Guagu; PEFI = Parque Nacional

Fontes do Ipiranga; * valores em porcentagem (%).

A Tabela 3 mostra a composicdo quimica dos Oleos volateis de Bidens segetum

proveniente das populagdes de ocorréncia natural no Cerrado de Mogi Guacu (RBEE) e mantidas
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na Mata Atlantica do Instituto de Botanica (PEFI) nas diferentes fases fenologicas. Ao todo
foram detectados 70 componentes com area de pico superior a 0,5%, sendo que: quarenta e um
destes foram comuns aos diferentes 6rgdos de ambas as populacdes; doze s6 foram detectados na
composicdo dos oleos provenientes das plantas do RBEE, todos em pequenas quantidades e;
dezessete se mostraram exclusivos aos 6leos obtidos da populagdo do PEFI, porém alguns se
apresentaram como majoritarios. Nestes, verificou-se também a ocorréncia de silfiperfolenos
como o silfiperfol-6-eno, majoritario para as folhas da fase reprodutiva e descrito por Pinto ef al.
(2009) como um dos componentes principais do 6leo essencial da pteridéfita aromética Anemia
tomentosa var. anthriscifolia. Estes autores ainda observaram que a presenca de sesquiterpenos
do tipo silfiperfoleno, pré-silfiperfolanol, pré-silfiperfoleno, isocomeno, nopsano, pré-nopsano e
cariofileno em uma mesma espécie, corrobora com a hipdtese da relagdo biossintética dessas
estruturas.

O oleo volatil obtidos das folhas de Bidens segetum de ambas as populacdes apresentou
como principais classes de componentes os hidrocarbonetos sesquiterpénicos, seguidos pelos
sesquiterpenos oxigenados e com um percentual bastante inferior de monoterpenos, sendo todos
da classe dos hidrocarbonetos (Figura 8). Por outro lado, os 6leos dos ramos apresentaram uma
propor¢do mais equilibrada entre hidrocarbonetos monoterpénicos e hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, com uma quantidade de sesquiterpenos oxigenados inferior ao das folhas e a
ocorréncia de um Unico constituinte da classe dos monoterpenos oxigenados. O 4-terpineol foi o
monoterpeno oxigenado comum aos 6leos dos ramos e das estruturas reprodutivas, semelhante
ao encontrado por Murakami (2008) estudando os 6leos dessas estruturas em Chromolaena
laevigata. Ja o Oleo volatil dos capitulos e cipselas exibiram quantidade bem inferior de
sesquiterpenos, quando comparados aos 6leos das estruturas vegetativas e se mostraram ricos em
hidrocarbonetos monoterpénicos, devido, principalmente, ao alto teor de B-felandreno nesses
6leos (presente em menores teores nas folhas), com exce¢do daqueles provenientes da populacao

do PEFI que, conforme comentado anteriormente, poder ter sofrido alteragdo no seu rendimento
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e composi¢do devido ao ataque de pragas durante o periodo de floragdo ou as diferencas
climaticas observadas no periodo. De fato, essa parece ser a principal alteracdo apresentada na
composicao do oleo dessa estrutura, sendo que a redugdo no teor desse constituinte pode ter
refletido no aumento do percentual dos outros componentes, o que ndo significa,
necessariamente, que a quantidade absoluta desses outros compostos tenha aumentado.

Nao foi observado um padrdo bem definido de variagcdo das classes de terpenoides em
relacdo a variacdo climatica. Em Quercus ilex, arvore de clima mediterraneo, que domina
também areas de clima temperado na Europa, as emissdes de monoterpenos sdo reguladas
positivamente pela disponibilidade de luz e temperatura (Staudt & Bertin 2002). Segundo os
autores, a dependéncia da luz na emissdo dos volateis existe em decorréncia da necessidade de
produtos fotossintéticos para a biossintese de isopreno, ao passo que a dependéncia da
temperatura estd relacionada a temperatura ideal para a acdo da isopreno sintase, enzima do
cloroplasto que sintetiza isoprenos a partir de difosfato de dimetil-alila (DMAPP). Grombone-
Guaratini et al. (2005) estudando o perfil de sesquiterpenos através da andlise do extrato
diclorometanico das folhas de populagdes de Bidens pilosa, Bidens alba e Bidens subalternans,
encontrou a recorréncia dos sesquiterpenos E-cariofileno, o-humuleno, a-muuroleno,
biciclogermacreno e germacreno D, comuns também aos 6leos de B. segetum.

O hidrocarboneto sesquiterpénico Germacreno D foi o componente majoritario comum a
todos os 6leos de ambas as populacdes. Além desses, de um modo geral, também se destacam os
constituintes com picos acima de 5% de area (Figura 9 e 10), como: a-pineno, sabineno,
mirceno, a-felandreno, 8-3-careno, B-felandreno, silfiperfol-6-eno, para-cimeno, E-B-ocimeno, [3-
elemeno, E-cariofileno, biciclogermacreno e a-cadinol.

Estudos demonstraram a atuagdo de sesquiterpenos do tipo germacreno como
intermediarios biogenéticos para certos grupos de sesquiterpenos do tipo selinenos ou cadinanos,
como o- e y-amorfeno, cadina-1,4-dieno, a-copaeno, a- e y-cadineno, a- € y-muuroleno e o-

ylangeno e sugerem que o Germacreno D pode ser convertido em cadinenos, muurolenos e
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elemenos; o biciclogermacreno pode sofrer ciclizacdes e dar origem a aromadendreno,
alloaromadendreno e viridifloreno; o espatulenol, viridiflorol, e globulol podem ser produtos da
oxidacdo do biciclogermacreno, allo-aromadendreno e aromadendreno, respectivamente (Biilow
& Konig 2000; Njoroge et al. 2003).

Algumas tendéncias relacionadas as variagdes fenoldgicas puderam ser observadas entre
alguns dos compostos majoritarios identificados nas estruturas vegetativas (Figura 11A e 11B).
Embora ndo tenha sido detectado como componente majoritario em nenhum dos 6leos de B.
segetum o hidrocarboneto sesquiterpénico d-cadineno esteve presente em baixas propor¢des em
todos eles e apresentou variagdes semelhantes entre ramos e folhas no decorrer das fases
fenologicas. Outro sesquiterpeno do tipo cadinano o a-cadinol, majoritario para as folhas de
ambas as populacdes, apresentou diminui¢do semelhante em seus teores nos oleos de folhas e
variagOes diferentes entre os ramos das duas populagdes, embora, nestes, apare¢a apenas em
baixas concentragdes. O biciclogermacreno apresentou variacdes inversas entre as populacdes
para os oleos dos ramos, mas muito semelhante para aqueles obtidos das folhas, diminuindo seus
teores na passagem da fase vegetativa para a floracdo e tornando a aumentar na frutificagdo. O
germacreno D apresentou padrdes parecidos para os ramos e folhas da populacdo do PEFI. A
diferenga basica nas variagdes deste constituinte em comparaciao a populacdo da RBEE foi que
enquanto seus teores aumentaram da fase de floracdo para a de frutificagdo, observou-se uma
forte queda no seu teor em ambos os 6leos provenientes do PEFI. Esta diminui¢cdo pode ter
ocorrido, talvez, pela mobilizagdo desse constituinte como intermediario biogenético de outros
componente em resposta a predacdo sofrida por essas plantas e/ou diferencas climdticas do
periodo, como mencionado anteriormente. O E-cariofileno ¢ um dos constituintes principais dos
ramos de ambas as populagdes € mostrou variacdo analoga nas estruturas vegetativas. Por sua
vez, outro constituinte majoritario dos ramos, o hidrocarboneto sesquiterpénico -elemeno, nao
apresentou similaridade em seus teores ao longo das fases fenoldgicas. Entre os hidrocarbonetos

monoterpénicos detectados estd o E-f-ocimeno, que embora ndo seja um componente majoritario
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nos 6leos obtidos das estruturas vegetativas, esteve presente na composi¢do dos oleos de todas as
estruturas, sendo um dos constituintes principais capitulos e cipselas da populacio de RBEE.
Este pode estar relacionado com a reproducdo, pois semelhante ao observado neste estudo, em
Psiadia boivinii este composto ¢ ausente na fase vegetativa e compde 10% do 6leo volatil das
partes aéreas na fase de floragdo (Gauvin & Smadja 2005) e em C. laevigata esteve presente
apenas nos oleos dos capitulos e cipselas (Murakami 2009). Por fim, o B-felandreno ¢ um dos
componentes principais de todos os dleos analisados com exce¢do daqueles obtidos das folhas e
nos ramos demonstraram variagdes contrarias de seus teores entre as duas populagdes estudadas.
Porém, pode-se observar, na populacdo de RBEE, que no decorrer das fases fenoldgicas, seus
teores decresceram nos ramos a0 mesmo tempo em que se observou uma alta concentragdo nos
capitulos e cipselas, sugerindo que talvez esse constituinte seja produzido por esses ramos e
acumulados nos capitulos e cipselas.

De um modo geral, a composi¢do quimica dos 6leos volateis obtidos de diferentes 6rgaos
de Bidens segetum, analisados em relagdo a sua fenologia e local de ocorréncia, mostrou
alteracdes qualitativas e quantitativas significantes. Diferencas na composicdo quimica em
funcdo da localizacdo geografica foram relatadas para diversas espécies. As condigdes
edafocliméticas, a altitude e as interagdes intra-especificas diferem entre regides geograficas
distintas e ¢ dificil determinar, em estudos de variabilidade intra-especifica relacionada a
variacdo geografica, o grau de interferéncia dos fatores ambientais e genéticos, uma vez que
estes estdo intrinsecamente relacionados, pois sdo condi¢des ambientais (bidticas e abidticas) que

proporcionam a pressdo seletiva em detrimento de um ou outro genétipo (Souza 2009).
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Tabela 4. Composi¢cdo quimica dos oleos volateis das diferentes partes de Bidens segetum coletadas no Cerrado da Reserva Bioldgica e Estagao

Experimental de Mogi Guagu (RBEE) e na Mata Atlantica do Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI) em diferentes fases fenologicas.

Fase vegetativa Fase de floragio Fase de Frutificacio
Composto IK  Ramos ___ Folhas ____ Ramos ____ Folhas Capitulos Ramos ____ Folhas ___ Cipselas
PEFI RBEE PEFI REEE PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI RBEE
o-tujeno 926 0.69
o-pineno 933 2,10 220 056 069 1.50 1,29 094 261 749 216 1,16 0,55 6,78 9.08
canfeno 950 0.64 1.08 0.69
sabinene 973 1.75 1,83 225 oS 6,72 305 169 136 6,75 | 3,86
PB-pineno 977 0.95 1.04 0,56 0,66 0,63
mirceno 991 6.48 139 058 237 | 098 176 387 344 173 7,32 | 367
p-menta-1(7),8-dieno 1002 (.88 1,35 0.81 0.62 0,89 131 1.1 292 173
a-felandreno 1005 15 2.51 341 7,94 227 471 6,29 0,53 232
8-3-careno 1007 39 211 5.33
p-cimeno 1025 373 6,44 069 244 | 465 0,58 N 2 39 e 1.21 1.66
p-felandreno 1032 1825 | 2768 124 229 18,82 | 2279 0383 211 1836 45,67 23.66 16,56 1.1 1,29 4787 @ 50,93
Z-B-ocimeno 1038 1.27 0,75 1.44
E-B-ocimeno 1048 1.6 141 399 367 207 181 228 177 223 | 507 | 222 145 242 | 208 376 | 5.21
y-terpineno 1058 0,83
4-terpineol 1176 055 0.78 13 0,66 1,22
criptona 1185 1.54
bicicloelemeno 1327 | 0,72 1.11 096 0,56 1.21 1.81 0,53 1,05 116 091 17 0,62
d-elemeno 1331 0.58
T-epi-silfiperfol-5-eno 1339 0,74
a-cubebeno 1343 0,54
silfiperfol-6-eno 1369 1.88 2.06 6.15 2.79 3,03 5.46
B-cubebeno 1383 144 252 1.11 1,27 3,12 BEEdlN 059 1Y 1.76 1,01
B-elemeno 1385 5,00 09 314 365 508 S595 289 328 188 113 232 5 3,01 B2 Sh 0,58
E-cariofileno 1412 8.57 624 306 2B0 773 575 299 | 280 370 214 887 725 331 28 259 217
pB-copaeno 1420 0.58 0.61
B-gurjuneno 1421 0,55 0,57 0,64
o-humuleno 1443 128 1.04 067 061 122 089 0382 065 0380 140 1,11 085 | 0,68
continua...
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Fase vegetativa

Fase de floracio

Fase de Frutificacio

Composto IK  ERamos ___ Folhas ___ Ramos ___ Folhas __ Capitulos  Ramos ___ Folhas ___ Cipselas
PEFTI RBEE PEFI RBEE PETFI RBEE PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI RBEE PETFI EBEE
allo-aromadendreno 1446 0.76
-muuroleno 14462 0.87 Q.70
germacrenco D 1467 20]15 12,80 4997 4519 27,15 2296 51,07 44,61 3165 1644 16,60 23,66 4972 53,18 884 11,63
p-selineno 1472 1,34 1.14 0,35 1.07 185
y-amorfeno 1474 081 1.20 0,62
a-E-p-bergamoteno 1476 182
biciclogermacreno 1478 10,12 1856 937 9009 10,84 1249 7.04 875 3587 263 883 1354 875 10,57 135
o-muuroleno 1480 082 0938 061 081 0,59
p-cadineno 1484 0,56
E-E-o-farneseno 1486 072 062 | 055 074 063 0467 058 068 0068
cameroonan-7-c-ol 1493 0.61 0.88 2.14 1.29 1.61 2.09
y-cadineno 1491 0,60 0.61 0.64 0.77
G-cadineno 1406 1354 | 197 348 [ 362 095 198 257 330 254 151 097 218 2511|335 095 @ 002
silfiperfolan-7-f-ol 1499 0,68 0,68
silfiperfolan-6-f-ol 1530 0.55 0,53
germacreno B 1541 0.57 0.60 1028 178 Blkss S 057
E-nerolidol 1548 226 | 1.5 152 | 185 1.39
espatulenol 1563 077 152 080 088 175 114 09 301 074 034 116 145 146 179 1.21
prenopsan-8-ol 1566 1.05 0.65 0,08
axido de cariofileno 1562 039 1.28
globulol 1573 085 144 062 133 063 @ 078 0,88 088 102 0.65
presilfiperfolan-8-ol 1580 0,54 1.32 2.32 093 1.03 2.15
viridiflorol 1582 055 | 75 1.00 0,52 0,80
rosifoliol 1507 059 082 061 062
NI1 1508 059 095 0,86 065 067
junenal 1612 082 [ 113 066 @ 079 0.63 | 0.62
1-epi-cubenol 1619 057 0534 085 064 076 0,57
1soespatulenol 1624 100 145 066 071 088 1,02
NI 2 1626 078 | 104 0.75 1.58 1.04 113
NI 3 1630 0,75
epi-a-cadinol 1635 08 173 | 239 1.02 220 061 098 | 159
continua...
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Fase vegetativa

Fase de floracio

Fase de Frutificacio

Composto IK Ramos Folhas Ramos Folhas Capitulos Ramos Folhas Cipselas

PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI RBEE

ept-c-muurolol 1636 199 240 060 056 1,36 223 060 133 1,72

a-muurolol 1639 080 1,06 0.87 401 @ 0,62

a-cadinol 1647 149 1,14 558 643 1.54 1.79  4.00 6,60 140 199 512 0,69 063

selin-11-en-4-a-ol 1650 0.66

bulnesol 1657 0.85 0,54 0.63 0.84

ner-copaanona 1660 191

g&:rnmcm—4(15)_5,10(14)— 1676 3.01 131

trien-1-a-ol

shyobunol 1684 1,85 1,80

n-pentadecanal 1705 0,61

benzoato de benzila 1730 0,88

fitol 2101 0,54 0,65 0,65

n-tricosano 2154 1.00

Monoterpenos

Hidrocarbonetos (%) 40,19 4481 637 734 3578 4107 311 6,04 3435 7334 467 3307 352 445 7802 8122

Oxigenados (%) 0,55 0 0 0 0 0.78 0 0 1.3 0 0.66 0 0 0 1,22 0

Sesquiterpenos

Hidrocarbonetos (%) 52,79 4601 7510 7092 3736 53,17 7815 66,71 5449 2516 4377 5785 7732 7728 1549 1816

Oxigenados (%) 6,50 858 17.14 1976 688 498 1745 2150 794 149 885 909 1746 1585 378 0.63

Outros (%a) 0,00 061 000 000 000 000 0,54 256 188 000 000 000 000 0,65 154 0,00

Nio identificados (%) 0,00 000 137 199 000 000 0,75 3,19 000 000 000 000 169 180 0,00 0,00

Total de componentes

agrupados (%) 100,03 100,01 9998 100,01 10002 100,00 100,00 100,00 9996 9999 9998 100,01 9999 100,03 100,05 100,01

Legenda: IK = indice de retencao de Kovatz calculado; IK ref = indice de retengdo, encontrados na literatura. Em negrito os componentes

majoritarios e seus teores. NI 1: [m/z (rel int.): 149(100) 93(50) 91(44) 121(43) 79(38)]; NI 2: [m/z (rel int.): 91(100) 147(82) 175(75) 105(74)

133(58)]; NI 3: [m/z (rel int.): 80(100) 91(90) 79(84) 81(83) 123(74)].
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CLASSES DOS COMPOSTOS
EMonoterpenos hidrocarbonetos mMonoterpenos oxigenados

B Sesquiterpenos hidrocarbonetos B Sesquiterpenos oxigenados
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Ramos Folhas Capitulos Ramos Folhas Cipselas Ramos Folhas
Fase vegetativa Fase de floragio | Fase de frutificacao

Teores
3

Figura 8. Teores de monoterpenos e sesquiterpenos hidrocarbonetos e oxigenados presentes nos 6leos volateis das diferentes partes de Bidens segetum
coletadas no Cerrado da Reserva Bioldgica e Estacao Experimental (RBEE) de Mogi Guagu e na Mata Atlantica do Parque Estadual das Fontes do

Ipiranga em diferentes fases fenoldgicas.
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PRINCIPAIS CONSTITUINTES

@ alfa-pineno @ sabineno @ mirceno m alfa-felandreno @ delta-3-careno
@ para-cimeno mbeta-felandreno ofrans-heta-ocimeno m silfiperfol-G-eno @ beta-elemeno
ofrans-cariofileno ogermacreno D @ biciclogermacreno | alfa-cadinol Qoutros
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PEF1 | RBEE | PEFI | RBEE | PEFI | RBEE | PEFl | RBEE PEF1 | RBEE | PEFI | RBEE | PEFl | RBEE | PEF1 | RBEE
ramos folhas capitulos ramos folhas cipselas ramos folhas
Vegetativo Floragao Frutificagao

Figura 9. Componentes com picos acima de 5% de area presentes nos 6leos volateis das diferentes partes de Bidens segetum coletadas no Cerrado
da Reserva Biologica e Estacdo Experimental (RBEE) de Mogi Guacu e na Mata Atlantica do Parque Estadual das Fontes do Ipiranga em

diferentes fases fenoldgicas.
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12 13 14

Figura 10. Estruturas quimicas dos Componentes com picos acima de 5% de area presentes nos
Oleos volateis de Bidens segetum. (1) a-pineno, (2) sabineno, (3) mirceno, (4) a-felandreno, (5)
0-3-careno, (6) p-cimeno, (7) P-felandreno, (8) E-B-ocimeno, (9) silfiperfol-6-eno, (10) B-

elemeno, (11) E-cariofileno, (12) germacreno D, (13) biciclogermacreno, (14) a-cadinol.
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Figura 11A. Tendéncias fenoldgicas dos constituintes majoritarios do 6leo volatil de folhas e
ramos de Bidens segetum (d-cadineno, a-cadinol, biciclogermacreno e germacreno D).
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Figura 11B. Tendéncias fenologicas dos constituintes majoritarios do 6leo volatil de folhas e

ramos de Bidens segetum (E-cariofileno, B-elemeno, E-B-ocimeno e B-felandreno).
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Para comparacdo da composi¢do quimica do aroma das flores de Bidens segetum em
relacdo a de seus 6leos extraidos por hidrodestilacdo, os concentrados dos 6leos obtidos por
microextragdo em fase solida (SPME) foram dessorvidos diretamente na cdmara do injetor do
cromatografo a gas nas mesmas condigdes de corrida dos hidrodestilados. Os perfis
cromatograficos sdo mostrados na Figura 12 e a composi¢ao quimica dos 6leos e do aroma pode
ser vista na Tabela 4. Ao todo foram detectados 49 constituintes com area de pico superior a
0,5%, sendo que: apenas dezesseis destes foram comuns ao aroma e aos Oleos de ambas as
populacdes estudadas; dezoito s6 foram detectados na composicao dos hidrodestilados e; quinze
se mostraram exclusivos a composicdo do aroma, embora em baixos teores. Mais
especificamente o aroma apresentou 31 componentes (picos com area superior a 0,5%), nimero
semelhante ao encontrado no o6leo volatil da populagio do PEFI (29 constituintes; 14 em
comum) e significativamente superior a quantidade detectada no 6leo obtido da populagdo da
RBEE, que apresentou dezenove constituintes, porém com doze destes sendo comum também
aos encontrados no aroma.

As principais classes de componentes observadas no aroma foram os hidrocarbonetos
monoterpénicos (61,5%) e os sesquiterpénicos (31,5%), com os compostos oxigenados
ocorrendo em propor¢des reduzidas. Considerando os constituintes com picos acima de 5% de
area como componentes majoritdrios o hidrocarboneto monoterpénico B-felandreno foi o
componente majoritario (38,4%), seguido por E-B-ocimeno (10,4%), germacreno D (8,17%) e d-
cadineno (5,01%), este ultimo aparecendo como componente comum a todas as amostras de
6leos obtidos, porém se apresentando como constituinte principal apenas no aroma. Observou-se
também uma propor¢do aumentada de E-B-ocimeno em relagdo a sua ocorréncia nos
hidrodestilados, corroborando com a hipdtese deste estar relacionado com a funcdo de
reproducdo da planta (Gauvin & Smadja 2005; Murakami 2009). Outro hidrocarboneto mono
terpénico, comum tanto para os hidrodestilados quanto para o aroma, que mostrou percentagem

aumentada neste ultimo, porém nao ultrapassando os 5% de area de pico, foi o mirceno que ¢
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reconhecido na literatura como inseticida ou repelente de insetos, podendo conferir protecdo
contra herbivoria aos capitulos sem, no entanto, interferir na atragdo de polinizadores (Viegas
Junior 2003).

Além desses, de um modo geral, também se destacam os constituintes que ocorreram
exclusivamente na composicdo do aroma: eugenol, metil cinamato, y-elemeno, aromadendreno,
viridifloreno, E-cadina-1,4-dieno, a-cadineno, selina-3,7(11)-dieno e 3Z-benzoato de hexenila
que embora ocorram em teores minimos podem desempenhar um papel relevante na interacao
inseto-planta como no caso das antenas de Melanophila acuminate que detecta derivados de
guaiacol em concentragdes tdo baixas quanto algumas partes por bilhdo (Schiitz ef al. 1999). A
explicacdo para a presenca ou auséncia de constituintes pode nao ser tdo simples, componentes
como o o-tujeno quando submetido a meio aquoso acidificado pelas altas temperaturas da
hidrodestilacdo, pode transformar-se em 7y-terpineno e 4-terpineol. Da mesma forma,
hidrocarbonetos sesquiterpénicos também podem sofrer diversos rearranjos por causas térmicas,
fotoquimicas ou catalisadas por baixos pHs (Schossler et al. 2009).

Os componentes que se apresentaram como majoritarios estiveram sempre presentes nos
0leos e no aroma, apenas variando quantitativamente. Essa variagdo apenas quantitativa entre o
majoritarios também foi observada com o linalol extraido de folhas e galhos de Aniba roseodora,
que apesar de constante no produto obtido por hidrodestilagao, apresentou variagdo sazonal em
seus teores quando extraido por SPME, fato semelhante ao ocorrido em outros estudos e que
levaram os autores a indicar essa técnica de extracdo como alternativa mais pratica para detec¢ao
de quimiotipos ou em triagens de compostos de interesses abundantes em matrizes mais

complexas (Couto et al. 2003, Siqueira ef al. 2007, Sabino ef al. 2012).
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Figura 12. Perfis cromatograficos dos dleos volateis extraidos por hidrodestilagao (A= PEFI e

C=RBEE) e do aroma obtido por microextragao em fase s6lida — SPME (B= PEFI).
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Tabela 5. Composicao quimica dos 6leos volateis extraidos por hidrodestilagdo dos capitulos
Bidens segetum coletados no Cerrado da Reserva Biologica e Estagdo Experimental de Mogi
Guagu (RBEE) e na Mata Atlantica do Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI) e do aroma
obtido por microextragdo em fase solida — SPME (PEFI).

RBEE
Composio
alen
7,49
1,08
3.05
104
3,87
1.31
2,27
1,2
45,67
1,27
5,07

o-pineno

canfeno

sabinene

B-pineno

mirceno
p-menta-1(7),8-dieno
a-felandreno
preimeno
p-felandreno
Z-p-ocimeno
E-B-ocimeno
T-terpinena

N1

4-terpineol
bicicloelemeno
a-cubebeno
eugenol
silfiperfol-6-eno
metil cinamato
p-cubebeno
[F-elemenco
E-cariofileno
1-elemeno
aromadendreno
a-humuleno
r-muuroleno
germacreno [
viridiflorene
B-selineno
y-amorfeno
biciclogermacreno
c-muuroleno
p-cadineno
cameroonan-7-ct-ol
-cadineno
S-cadineno
E-Cadina-1 4-dieno
a-cadineno
Selina-3,7(11)-dieno
germacreno B
3Z-benzoato de hexenila
espatulenol
prenopsan-8-ol
presilfiperfolan-8-ol

1,31
1,13
2,14

16.44

2,63

1,51

0,84
0,65

continua...
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PEFI RBEE

Composto IK

oleo aroma oleo
1-epi-cubenol 1619 0.76
epi-ct-cadinol 1635 0.61
germacra-4(15).5,10(14)-trien-1-a-ol 1676 3.01
benzoato de benzila 1730 0.88 1.42
n-tricosano 2154 1,00
Monoterpenos
Hidrocarbonetos (%) 34.35 61.55 73.34
Oxigenados (%) 1.30 1.56 0.00
Sesquiterpenos
Hidrocarbonetos (%) 54.49 31.47 25.16
Oxigenados (%) 7.94 2,82 1.49
Outros (%) 1.88 2,03 0.00
Nio identificados (%) 0.00 0.58 0.00
Total de componentes agrupados
(%) 99.96 100,01 99.99

Legenda: IK = indice de reten¢do de Kovéatz calculado. Em negrito os componentes

principais e seus teores. NI 1: [m/z (rel int.): 71(100) 43(84) 81(68) 67(61) 79(47)].

Aproveitando uma parcela das raizes, secas a sombra, coletadas para a triagem das
atividades biologicas proposta para os componentes fixos de B. segetum, promoveu-se a extracao
de seus Oleos volateis por hidrodestilagdo e sua composi¢do quimica pode ser observada na
Tabela 6. O rendimento do o6leo volatil obtido ndo apresentou variagdo significativa entre as
fases fenoldgicas e foi sempre muito baixo (0,03% para a fase vegetativa e 0,02% para as fases
de floragao e frutificacdo). Quanto & composi¢cdo quimica, esses 0leos se mostraram bastantes
diferentes quando comparados aos extraidos das partes aéreas. Caracterizando-se,
principalmente, pela grande propor¢do de alcoois e acidos graxos, seguido por sesquiterpenos
oxigenados, com as outras classes de constituintes normalmente encontradas nos 6leos volateis
de plantas representadas por percentagens muito baixas. Ao todo foram detectados 33
constituintes com area de picos superior a 0,5%, sendo que: vinte e dois destes foram comuns
nas fases vegetativas e de reprodu¢do; apenas quatro se mostraram restritos a fase vegetativa,

todos em baixas propor¢des; e sete foram exclusivos a fase reprodutiva, com o acetato de
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isoeugenol apresentando percentagens relativamente altos no periodo. De fato, o principal
constituinte dos Oleos volateis das raizes foi o alcool graxo 9,12-octadecadieno-1-ol,
independente da fase fenologica. Os outros constituintes com picos de area superior a 5%,
considerados majoritarios, foram: 6xido de cariofileno, unico constituinte majoritario da classe
dos sesquiterpenos, n-hexadecanol, 4cido palmitico, 9,12,15-octadecatrieno-1-ol, 4cido linoleico,
9,12,15, 4cido octadecatriendico e um componente nio identificado, presente nos trés dleos e
majoritario nas fases reprodutivas. De forma geral, esses oleos ndo apresentaram grandes
variagdes qualitativas em funcdo da fenologia, apenas variagdes quantitativas com alguns dos
constituintes principais aparecendo em altas concentragdes em fases especificas, como ¢ o caso
do acido palmitico e do 9,12,15-4acido octadecatriendico que aparecem como majoritarios apenas
na fase vegetativa e do composto ndo identificado (NI 1) que se mostrou como componente
principal apenas na fase reprodutiva.

Alguns dos constituintes presentes nos 6leos obtidos das raizes de B. segetum também
foram encontrados nos produtos da hidrodestilacdo de rizomas nas espécies do género Curcuma
e da espécie Rheum palmatum, entre eles: acido palmitico, 4cido pentadecandico, ar-curcumeno,
xatorrizol, acetato de bornila, 6xido de cariofileno e o linalol (Zwaving & Bos 1992, Miyazawa,

Minamino & Kameoka 1996).
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Tabela 6. Composicdo quimica dos o6leos volateis das raizes de Bidens segetum coletadas na

Mata Atlantica do Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI) em diferentes fases fenoldgicas.

Fase Fenologica

Composto 11,9 ] —
Vegetativa ~ Floragio  Frutificacio

linalol 1098 0,9
acetato de bornila 1282 0,83
E-cariofileno 1412 068 0,97 0,71
geranil acetona 1447 0,63 0,72 .17
Ar-CUrCUmenc 1476 0,76
E-nerolidol 1548 1.66 1,24 1.86
espatulenol 1563 2,30 1,18 0,73
dxido de cariofileno 1569 S04 521 3.75
widdrol 1602 0,91 09 0,94
Junenol 1612 0,76 0,96
fluoreno 1629 0,73
caryophylla-4(12).8(13)-dien-5a-ol 1631 0.66
acetato de isocugenol 1648 2,05 4,71
dcido butirico, undecil ester 1656 1,89 2.81 4,33
caryophylla-3,8( | 3)-dien-5.beta.-ol 1666 [.85 0,83 0,64
xantorrizol 1723 0,58 1,39
n-pentadecanol 1760 0,56
hexadecanal 1808 081 1,32
acido pentadecandico 1860 0,58
n-hexadecanol 1881 5,07 537 7.5
Z-9-icido hexadecandico 1955 0,54 1,05
dcido palmitico 1971 13,46 9,33 6,09
Z-917-octadecadienal 1984 230 1,27 2.51
9,12,15-Octadecatrienal 2066 0,56
Nl 2078 356 502 580
9,12 Octadecadien-1-ol 2087 26,80 M.16 3067
9,12,15-Octadecatrien-1-ol 2088 10,98 1589 10,39
dcido linoleico 2110 546 3.62 1.80
9,12,15<icido octadecatriendico 2111 502 1,38 0,65
dcido butirico, hexadecil ester 2112 1,13 2,39
Z-6,17-Octadecadien-1-ol acetato 2121 078 0,89 1,68
2-7.7-9,12-Octadecad ieniloxietanol 2156 323 2,62 4,57
linolenato de etila 2156 (0,59 0.62 0.72

Legenda: IK = indice de retencdo de Kovatz calculado; IK ref = indice de
retencdo, encontrados na literatura. Em negrito os componentes principais € seus

teores. NI 1: [m/z (rel int.): 180(100) 43(80) 162(65) 250(34) 131(33)].
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Os limites de deteccdo dos Oleos volateis de B. segetum testados contra os fungos
filamentosos Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum revelaram
potencial antifingico, variando entre as populagdes, partes vegetais e fases fenologicas. Define-
se por atividade forte a inibigdo total do crescimento do fungo, moderada a inibi¢do parcial do
desenvolvimento deste, e fraca quando ha pouca altera¢do no desenvolvimento.

De acordo com a Tabela 7, o maior potencial inibidor contra ambos os fungos foi
observados nos 6leos volateis extraidos a partir das raizes coletadas no periodo vegetativo (limite
de deteccdo= 5 ng), sendo que essa inibicdo se mostrou moderada nas demais fases fenoldgicas.
Entre as diferengas observadas em relacdo a composicao quimica desses 0leos, estdo os maiores
teores de acido hexadecanoico, acido linoleico e 9,12,15-acido octadecatrienoico, € a ocorréncia,
exclusiva aos 6leos da fase vegetativa, dos constituintes cariofila-4(12),8(13)-dieno-5a-ol, acido
pentadecandico, 9,12,15-octadecatrienal e do linalol, este ultimo com atividade antifiingica ja
descrita na literatura (Bakkali ez al. 2008), porém todos em concentracdes bastante reduzidas.

Atividades relevantes também foram encontradas para os 6leos dos capitulos e cipselas
de ambas as populagdes frente aos dois fungos (limites de deteccdo= 10 pg para C.
sphaerospermum e 25 ng para C. cladosporioides). Os 6leos dos ramos, em geral, apresentaram
atividades moderadas nas fases reprodutivas, com exce¢do daqueles obtidos dos ramos da RBEE
na fase de frutificagdo. E oportuno observar que a composi¢do desses 6leos nessas fases
reprodutivas se assemelhou aos extraidos dos capitulos e cipselas. Ja na fase vegetativa, estes
6leos foram praticamente inativos, sO6 exibindo uma fraca inibi¢gdo mesmo em altas
concentragdes (> 100 pg). Analisando a composicdo quimica dos 6leos dos ramos, capitulos e
cipselas, ndo foi possivel atribuir essa atividade diferencial a nenhum de seus constituintes,
sendo provavelmente fruto da interacdo entre estes. Estudos apontaram a classe dos
monoterpenos, principalmente os oxigenados, como responsaveis por esse tipo de atividade
bioldgica, o que pode explicar, em parte, esses resultados, todavia ndo explica a fraca inibigdo

observada para os ramos na fase vegetativa (Tullio et al. 2006, Bakkali et al. 2008). Existe ainda
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pouca informagdo sobre a atividade antifingica de sesquiterpenos, contudo Chang et al. 2008
apontou para uma forte atividade dos sesquiterpenos epi-a-muurolol e a-cadinol, isolados do
6leo volatil das folhas de Calocedrus macrolepis, no crescimento micelial de Rhizoctonia solani
e Fusarium oxysporum, e Silva et al. 2006 atribuiu ao biciclogermacreno e ao germacreno B as
atividades antifungicas frente ao fungo Cladosporium sphaerospermum observadas para os
extratos e fracdes de Cissus verticillata. Estes sesquiterpenos também foram encontrados em
teores diversos nos Oleos das partes aéreas de B. segetum, porém com percentagens superiores
naqueles obtidos das folhas, que em geral ndo apresentaram atividades antifingicas relevantes.

A atividade inibidora da a¢do da enzima acetilcolinesterase dos 6leos volateis obtidos das
diferentes partes de B. segetum foi, primeiro, triada em CCDA. Nessa técnica a formagdo de
halos claros indica que a reag@o da acetilcolinesterase com o acetato de 1-naftila foi inibida, ndo
havendo assim a formag¢do do a-naftol, que reagiria com o sal FAST BLUE B para formar o
complexo diazo de coloracdo roxa, indicando assim a inibi¢do da atividade enzimatica (Marston
et al. 2002), porém essa técnica ndo se mostrou viavel para os 6leos volteis de B. segetum porque
houve a formagao de halos alaranjados, provavelmente devido a reagdo dos componentes do 6leo
com aqueles utilizados pela técnica, mascarando os resultados. Desta forma, optou-se por utilizar
o ensaio em microplaca pelo método colorimétrico de Ellman (Ellman et al. 1961) modificado
por Rhee et al. (2001). Aliquotas de 200 pg/ml dos 6leos foram testadas em triplicatas e aquelas
que atingiram valores de inibi¢do igual ou superior a 50% foram selecionadas para o ensaio
quantitativo para a determinagdo da curva de inibicdo e da ICso. Nas andlises quantitativas a
formagao de coloragdo clara nos pogos da microplaca indica que ndo houve hidrélise da
acetiltiocolina pela acetilcolinesterase, ndo ocorrendo a formagdo de tiocolina livre que reage
com DTNB para formar 5-tio-2-nitrobenzoato (de coloragdo amarela) e 2- nitrobenzoato-5-
mercaptotiocolina, indicando que houve inibi¢do da atividade enzimatica (Rhee et al. 2001,

Trevisan et al. 2003).
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Tabela 7. Limite de detecg¢do da atividade antifungica dos 6leos volateis de raizes, folhas, ramos, capitulos e cipselas de Bidens segetum provenientes
da populagdo de ocorréncia natural no Cerrado da Reserva Bioldgica e Estagdo Experimental de Mogi-Guagu (RBEE) e da populagdo mantida em
canteiros na Mata Atlantica do Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI) em diferentes fases fenologicas, pelo método de bioautografia direta contra

os fungos filamentosos Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum.

Fase vegetativa Fase de floracio Fase de Frutificacio
Raizes Ramos Folhas Raizes Ramaos Folhas Capitulos  Raizes Ramaos Folhas Cipselas
PEFI PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI PEFI RBEE PEFI RBEE PEFI RBEE

C. cladosporioides

200 pg <= * * #% *% #4k #4% #Hk o *% ek o Fk ET #% #4 *k F¥E ok
100 pg *** * * * * Fdk F¥k ok * *k ek dokk *okk Fok ok *k * * Fkk dokk
50 pg *vv i i i * *% *% *% * * ok *% *k *% * i * * ek
25 pg e z i i i * * * i i ok * * * i i i * *
10 pg  ** 1 1 1 1 1 1 1 1 i 1 1 1 1 1 1 1 1 1
5 pe % 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Controle FaF
C. sphaerospermum
- - 200 pg <= i * * * #4k #4% FHk * *% ek EEE" Fk ET * * * F¥E ok
100 pg = *** 5 i i i Fdk F¥k ok i * ek dokk *okk Fok ok i i i ETT EE Y
50 pg v = i 5 : *k *%k *k 3 : ek Eaee ok Hok % i : : + e
25 pg 1 1 1 1 1 * = 1 1 * o 1 % 1 1 1 ¥ it
10 pg R 1 1 1 1 1 1 1 1 1 * * 1 1 1 1 1 1 1
5 ug & 1 1 i 1 1 1 1 1 1 1 i 1 1 1 1 1 1 1
Controle el

Legenda: ***= atividade forte; **= média; *= fraca; i= inativo; controle= Nistatina (1,0 pg)
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Os oleos que apresentaram atividade inibidora da acetilcolinesterase (IAChE) de forma
dose/dependente (200 pg/ml até 3,12 pg/ml) até concentragdes reduzidas foram: ramos na fase
de frutificacdo (IAChE= 8 £+ 1,4% a 96 £ 0,5% com ICs¢= 22,6 pg/ml), ramos da fase de floracao
(IAChE= 1 £ 0,9% a 89 + 0,8% com ICs¢= 43,8 nug/ml), capitulos (IAChE= 1 + 0,7% a 81 +
0,5% com ICso= 74,2 pg/ml) cipselas (IAChE= 1 £ 1,1% a 71 £ 1,2% com ICsy= 93,4 pg/ml),
todos provenientes das plantas cultivadas no PEFI (Figura 13). Além destes, destacam-se aqueles
que apresentaram inibi¢do acima de 50% na triagem da atividade, porém com a curva
dose/resposta irregular, como os 6leos obtidos dos capitulos (89 + 0,8%), cipselas (92 + 0,4%) e
dos ramos na fase de floracao (84 + 0,3%) e de frutificacdo (54 £ 2,7%), todos provenientes da
populacao da RBEE. De maneira geral, os ramos na fase vegetativa das duas populagdes, as
raizes do PEFI e as folhas de ambas as populacdes, nos trés estadios fenologicos, nio
apresentaram atividade inibidora relevante, com excecdo das folhas coletadas no periodo de
frutificacdo (52 + 2,13%).

Registros na literatura apontam para os monoterpenos como 0s principais responsaveis
pela atividade anticolinesterasica dos o6leos volateis de plantas, corroborando com o fato das
maiores atividades terem sido observadas para os Oleos volateis de B. segetum que se
apresentaram mais ricos nessa classe de compostos (Miyazawa et al. 1997, Barbosa Filho et al.
2006). Todavia as maiores atividades foram observadas para o 6leo volatil dos ramos que
apresentou apenas uma propor¢do intermedidria entre monoterpenos e sesquiterpenos quando
comparados as outras estruturas.

Embora os valores de inibi¢do dos dleos volateis sejam relativamente inferiores aos da
fisostigmina usada como padrdo, eles apresentam relevancia por se tratar de Oleos brutos
constituidos por varios componentes dos quais ¢ possivel se isolar substancias ou combinagdes
de componentes com atividades mais potentes e de maior eficacia para serem testadas in vitro e
in vivo. Estudos sugerem que os compostos volateis de um 6leo essencial interagem entre si de

forma sinérgica ou antagonica, potencializando ou reduzindo o potencial de acordo com as
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proporg¢des dos compostos presentes. Seguindo essa linha, Savelev ef al. (2003), em seu estudo
com o Oleo volatil de Salvia lavandulaefolia e seus compostos terpénicos isolados,
demonstraram que as atividades anticolinesterdsicas dos compostos majoritarios testados
isoladamente nas concentracdes encontradas no 6leo ndo foram tao fortes como a proporcionada
pelo oOleo bruto. Por isso, também ¢ importante ressaltar aqueles compostos cuja auséncia de
atividade foi comprovada, o que pode auxiliar na compreensdo das relagdes antagonisticas entre

0s compostos presentes nos 0leos volateis.

100
75
3
kd
£
(@]
d 50
?& —e—ramos - FL
8 ——ramos - FR
c
- —— capitulos
= —+—cipselas
—&— Fisostigmina
1]
a 25 50 75 100 125 150 175 200 225
(ug/ml)

Figura 13: Avaliagdo quantitativa da atividade anticolinesterasica dos 6leos volateis obtidos dos
ramos, capitulos e cipselas de Bidens segetum coletados a partir da populagdo mantida em
canteiros na Mata Atlantica do Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI). Ramos — FL = ramos

coletados na fase de floracao e ramos — FR = ramos coletados na fase de frutificagdo.

A atividade antioxidante dos Oleos volateis de B. segetum foi avaliada pelo método do
sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPHe¢). Este método se baseia na transferéncia
de elétrons de um composto antioxidante para um radical livre, o DPPHe, que ao se reduzir perde
sua coloragdo purpura, podendo ser observada por manchas claras nas cromatoplacas ou medidas

as absorbancias por um leitor espectroscopico. Desta forma, avalia apenas o poder redutor do
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antioxidante, que ao doar um elétron se oxida, e por este motivo ndo detecta substancias pro-
oxidantes (Duarte-Almeida et al. 2006). De maneira geral, os Oleos apresentaram atividade
sequestradora de radicais livres nos ensaios qualitativos de triagem, realizados em placa
cromatografica (Figura 14). Entretanto, na analise quantitativa nenhum deles ultrapassou os 50%
de atividade.

Sdo muitos os estudos sobre a atividade antioxidante dos 6leos volateis. Sacchetti et al.
2005 estudaram a composi¢do quimica e a atividade antiradicalar de onze espécies vegetais e
apenas cinco apresentaram resultados promissores sendo que as espécies ricas em monoterpenos
eram quase ineficazes. Entre os componentes majoritarios dos oleos volateis de B. segetum o
mirceno, o biciclogermacreno, o germacreno D e o E-cariofileno também foram encontrados
como constituintes principais do 6leo de Eupatorium polystachyum que apresentou atividade
antioxidante, no entanto, o E-cariofileno também representa o principal componente do 6leo de
Aniba panurensis e Licaria martiniana que mostraram fraca atividade antioxidante, embora o
autor aponte para a associagdo desse constituinte com compostos fenolicos que tem seu potencial

antioxidante aumentado pela agdo sinergistica (Souza et al. 2007; Alcantara et al. 2010).

Figura 14. Limite de deteccdo da atividade antioxidante de 6leos volateis de B.
segetum. FO = Folhas; FL = Flores; FR = Frutos e Q = Quercetina (padrio).
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Parte do material vegetal coletado para o estudo dos dleos volateis foi separada, seca a
sombra, e utilizada para a triagem das atividades bioldgicas dos extratos etandlicos (EE) e de
suas fragdes proposta pelo presente estudo. A Tabela 8 mostra o rendimento dos extratos obtidos
apos as extragdes realizadas no Extrator Automatico ASE (Accelerated Solvent Extraction) e
secagem sob pressdo reduzida em evaporador rotatério. De forma geral, o rendimento dos
extratos das folhas foi superior para aqueles obtidos da populacdo da RBEE quando comparado
ao apresentado pela populacdo do PEFI, sendo sempre maior na fase vegetativa e decrescendo
com a evolucdo das fases fenologicas em ambas as populacdes. Esse decréscimo também foi
observado para os extratos dos ramos das duas populacdes, porém nestes os maiores rendimentos
ocorreram no material coletado da populacdo do PEFI durante a floracdo, diminuindo nas fases
subsequentes. De forma semelhante, as raizes também mostraram diminui¢do no rendimento de
seus extratos no decorrer da fenologia e apresentaram resultados semelhantes aos das folhas.
Capitulos e cipselas apresentaram rendimentos semelhantes entre eles e superiores aos das
estruturas vegetativas, principalmente para aqueles provenientes da populacdo da RBEE, sendo
que o baixo rendimento observado para as cipselas desta populacdo ocorreu devido a um

problema técnico (vazamento) no extrator automatico no momento da preparacao desse extrato.

Tabela 8. Rendimento médio dos extratos etanolicos das diferentes partes de B. segetum de

acordo com a fase fenologica e o local de coleta.

Fase Fenologica

Coleta Oleos Floracao Frutificacao Vegetativo

Folhas 11,70% 11,36 16,68

=  Ramos 9,65 7.87 6.01

%  Capitulos 21,40 - -
Cipselas - 5,25 -
Folhas 10,86 9,02 12,34

— Ramos 12,31 10,45 9,60

= Capitulos 16,78 - -

*=  Cipselas - 15,87 i
Raizes 11,03 7,54 12,24

RBEE = Reserva Biologica e Estagao Experimental de Mogi Guacu; PEFI = Parque Nacional

Fontes do Ipiranga; * valores em porcentagem (%).
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Os teores de umidade das estruturas vegetativas de B. segefum secas a sombra foram
determinados. Este foi maior nas folhas (TU = 76,7%), seguido pelos ramos (TU = 66,7%) e
raizes (TU = 52,8%), respectivamente. Nao apresentando, portanto, correlacdo significativa entre
este parametro em relagao ao rendimento dos extratos.

Diversos fatores, como os fisiologicos (nutri¢do, fenologia, genética), anatdmicos (parte
da planta utilizada), climaticos (precipitagdo, temperatura, radiagdo solar), geograficos (altitude,
poluigdo atmosférica) e ecoldgicos (competi¢ao, herbivoria) atuando em conjunto podem alterar
a taxa de producdo e acimulo dos metabdlitos secundarios (Gobo-Neto & Lopes 2007).

A triagem das atividades biologicas dos extratos das diferentes partes de B. segetum foi
realizada em cromatografia de camada delgada (CCD). Os extratos foram analisados para as
atividades anticolinesterdsica, antiradicalar (sequestradora do radical DPPHe) e antifungica
frente aos fungos Cladosporium cladosporioides e Cladosporium sphaerospermum. Para tanto, as
amostras de EE (200 pg) foram aplicadas em placas de silica gel 60 F254 e desenvolvidas com
sistemas de eluentes apropriados em duas etapas com polaridades crescentes, conforme descrito
anteriormente no item 3.2.1. O perfil cromatografico foi semelhante entre os o6rgaos,
independente do estadio fenologico ou local de coleta (Figura 15).

Os EEs das folhas (fase de frutificacdo), raizes (fase de floracdo), capitulos e cipselas,
coletados no PEFI, e que apresentaram atividades antifingicas e antiradicalar, apds partigoes
sucessivas com hexano, diclorometano e acetato de etila, tiveram seus residuos, novamente,
submetidos a bioautografia direta (100 pg) desenvolvidas com os mesmos sistemas de eluentes.
As maiores atividades antifungicas foram observadas nas fragdes diclorometanicas dos capitulos
e cipselas (Rf 0,72, para ambos) e das raizes em hexano e diclorometano (Rfs 0,89; 0,82,
respectivamente). O maior potencial redutor do DPPH foi observado nas fragcdes de acetato de
etila das folhas (Rfs 0,56; 0,46; 0,28) e raizes (Rf 0,28) (Figura 16).

Os resultados nao foram conclusivos para o ensaio anticolinesterasico e, desta forma, os

extratos e suas fracdes foram analisados quantitativamente em microplaca pelo método de
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Ellman (Ellman et al. 1961) modificado por Rhee et al. (2001), porém nenhum deles apresentou
resultado relevante, sendo que a maior atividade foi observada para fracdo diclorometanica das
folhas coletadas na populacdo do PEFI, na fase de frutificacdo, mesmo assim, ndo ultrapassando

0s 50% de inibicao da atividade enzimatica.

Figura 15 - Cromatografia em Camada Delgada (CCD) dos extratos etanolicos de B. segetum.
[A] UV/Vis; [B] UV/Curto (254 nm); [C] UV/ Longo (366 nm); [D] Antiradicalar (DPPH); [E]
Anticolinesterasico; [F] C. cladosporioides; [G] C. sphaerospermum; [H] Dragendorft; [I] NP/

PEG; Rf = fator de retencao.
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FOLHA RAIL rror || FRuTO P

Figura 16 — Cromatografia em Camada Delgada das fra¢des obtidas a partir
dos extratos etandlicos de B. segetum. [A] C. cladosporioides; [B] C.
sphaerospermum,; [C] Antiradicalar (DPPH); [1] Hexanica; [2]
Diclorometanica; [3] Acetato de Etila; [4] Residuo hidro-metanolico; [P]

Nistatina (antifungico) e Quercetina (antiradicalar).
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O poder redutor do radical livre DPPHe, das fragcdes dos extratos de B. segetum também
foi avaliado quantitativamente em microplaca. Os resultados foram comparados com os padrdes
comerciais de Ginkgo biloba, comercializado como fitoterdpico em farmacias, e com a
quercetina, substancia pura com acdo antioxidante reconhecida. A Figura 17 mostra a curva
dose/resposta (100 pug/ml até 1 pg/ml) determinada para as fragdes em acetato de etila das folhas,
raizes , capitulos e cipselas e para os controles.

Com excecdo das fracOes hexanica, todas as demais mostraram forte atividade
antioxidante, com as fragdes de acetato de etila das folhas (15 + 1,1% a 96 £ 0,1% com ICsp= 3,4
pg/ml), raizes (8 = 2,7% a 96 + 0,1% com 1Csp= 3,9 pg/ml), capitulos (7 + 0,9% a 94 + 0,4%
com ICso= 4,8 pg/ml) e cipselas (15 £ 1,3% a 95 + 0,2% com ICsp= 3,1 pg/ml) se destacando
entre as demais, superando inclusive a atividade apresentada pelo Ginkgo biloba (0,1 + 0,1% a
95 + 0,3% com ICsp= 14,8 pg/ml); a quercetina apresentou 1Csp= 0,9 pg/ml. Estes resultados
corroboram com aqueles encontrados para os extratos das inflorescéncias (Fabri ef al. 2011) e

fragdes em acetato de etila da parte aérea de Bidens segetum (Silveira et al. 2009), previamente

relatados pelos autores.
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Figura 17: Avaliagdo quantitativa do poder redutor do radical livrie DPPHe das fracdes em
acetato de etila dos extratos de B. segetum coletadas a partir da populagao mantida em canteiros

na Mata Atlantica do Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFTI).
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Os extratos vegetais brutos, € mesmo suas fragdes, constituem uma matriz bem complexa
contendo centenas ou milhares de metabdlitos, que diferem consideravelmente em seus
parametros fisico-quimicos e espectroscopicos. Na tentativa de melhorar as caracterizagdes das
fragdes que se mostraram ativas e para reunir o maior numero de informagdes sobre os
constituintes presentes nessas amostras, assim como, as substincias responsaveis pelas
atividades biologicas detectadas, foram utilizadas técnicas cromatograficas hifenadas
(cromatografia + modulo de identificacao/ quantificacdo) que sao de grande valia, pois fornecem
numerosas informacgdes estruturais dos metabolitos antes mesmo do seu isolamento (Rodrigues
et al. 2000).

Ao todo foram caracterizados dezenove metabolitos constituintes das fracdes ativas,
sendo que, de maneira geral, as andlises por cromatografia a gas, de amostras derivatizadas,
indicaram diversos agucares, glicerois, polidis e acidos organicos. Ja para as analises em
cromatografia liquida, os resultados sugeriram a presenga de outras substincias, como
flavonoides, mas que ndo puderam ser caracterizados apenas com os dados de LC/DAD e LC-
MS-MS/ESI(+).

Na Tabela 9 s3o apresentados os componentes das fragdes que puderam ser
caracterizados, sua ocorréncia e método utilizado para sua determinagao.

Apo6s preparadas conforme descrito em material e métodos (3.1.6), amostras das fragdes,
analisadas em CG-EM, apresentaram entre seus constituintes os seguintes componentes: na
fracdo diclorometanica das raizes, acido feralico (tempo= 37.41 min; area= 1,75%),
estigmasterol (tempo= 47.94 min; area= 6,42%) e (3-hidroxi-4-metoxifenil) etileno glicol
(tempo= 38.15 min; area= 3,05%), detectado também na fracdo em acetato de etila, deste 6rgao
(tempo= 34.32 min; area= 2,93%); na fragdo hexanica das raizes foram encontrados uma série de
acidos graxos, semelhante ao observado para os seus Oleos volateis; na fracdo em acetato de etila
das folhas, acido cafeico (tempo= 37.56 min; area= 4,04%), presente também na fracdo
diclorometanica dos capitulos que apresentaram ainda o esteroide estigmasterol (tempo= 47.91

min; area= 23,41%); na fracdo em acetato de etila dos capitulos, a4cido chiquimico (tempo= 0.62
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min; area= 4,92%), 4cido para-cumdrico (tempo= 31.14 min; area= 1,83%) e 4acido
protocatecdico (tempo= 31.25 min; area= 1,82%); na fragdo diclorometanica das cipselas, acido
palmitico (tempo= 34.59 min; area= 4,69%), 4cido linoleico (tempo= 37.86 min; area= 2,79%),
acido estearico (tempo= 38.08 min; area= 4,11%), escopoletina (tempo= 39.05 min; area=
2,29%), esculetina (tempo= 39.41 min; area= 22,21%) e estigmasterol (tempo= 47.97 min; area=
10,85%) e; na fragdo em acetato de etila das cipselas, esculetina (tempo= 39.41 min; area=
8,7%), acido chiquimico (tempo= 30.62 min; area= 6,02%) e 4cido protocatecodico (tempo=

31.25 min; area= 1,83%)).

Tabela 9. Constituintes quimicos das fragdes ativas provenientes da participacao dos extratos
etanolicos obtidos das diferentes partes de Bidens segetum coletadas na Mata Atlantica do

Parque Estadual Fontes do Ipiranga (PEFI).

Fracoes ativas

Meétodo de

Composto Raizes Folhas  Capitulos Cipselas identificaciao

HEX DCM AcOEt AcOEt DCM AcOEt DCM AcOEt

hexadecanal
acido palmitico = - + -

+ + +
i

acido 9.12-octadecadiendico

Acido estedrico - - - - _ _

+ +

acido linoleico, etil éster

acido o-linolenico
etanol. 2-(9.12-
octadecadieniloxi)-(Z.Z)-

acido ferilico =

+ o+ +
i
I

(3-hidroxi-4-metoxifenil) etileno -
glicol

estigmasterol -
4.5-d1-0-E-acido cafeoilquinico - - 1=

acido cafeico

RBE8 B8 BRBBRRARKY

i
+ o+ o+
+

acido cafeoilquinico - - -
esculetina

escopoletina

i
+ + +

apigenina
acido chiquimico

dcido para-cumarico

i
+ + +
3

acido protocatecdico = - - - - - + GC

Legenda: HEX = fracdo hexanica; DCM = fra¢do diclorometanica; AcOEt = fracdo em acetato
de etila; GC = Cromatografia a gas acoplada ao espectrometro de massas; LC = Cromatografia

liquida com detector seletivo de massas tandem.
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Além desses, com base nos resultados das analises por LC/DAD e LC-MS-MS/ESI(+)
confrontados com dados da literatura, puderam ser propostos os seguintes componentes: acido
cafeoilquinico m/z 355 [M+H]", na fragio em acetato de etila das folhas (tempo= 8.4 min);
apigenina m/z 271 [M+H]", na fragdo diclorometanica dos capitulos (tempo= 18.0 min); 4,5-di-
O-E-acido cafeoilquinico m/z 517 [M+H]", nas fragdes em acetato de etila das raizes (tempo=
14.6 min) e das folhas (tempo= 14.7 min). Outros dois constituintes ja detectados nas analises
em cromatografia a gés tiveram sua presenga confirmada pelas andlises em cromatografia
liquida, sdo eles: as cumarinas esculetina m/z 179 [M+H]", nas fragdes diclorometanicas dos
capitulos e em acetato de etila das cipselas (tempo= 10.2 min, para ambas) e; escopoletina m/z
193 [M+H]", na fragio diclorometanica dos capitulos (tempo= 13.8 min) (Dordevic et al. 2000,

Santos et al. 2008, Jaiswal et al. 2011).

HO 0O 0O HO o_ 0

H3CO HO
A B

Figura 18 - Estruturas quimicas das cumarinas [A] escopoletina e
[B] esculetina detectadas nas analises por CG-EM e por LC/DAD e
LC-MS-MS/ESI(+) das fragdes diclorometanicas dos capitulos e

cipselas de Bidens segetum Mart. Ex Colla.
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5. Conclusoes

O estudo de Bidens segetum Mart. Ex Colla (Asteraceae) de uma populagdao nativa do
Cerrado da Reserva Bioldgica e Estacao Experimental de Mogi-Guagu (RBEE) e de outra
mantida em canteiros no Instituto de Botanica (dominio da Mata Atlantica), em diferentes fases
fenologicas, indicou um rendimento maior para as estruturas reprodutivas (capitulos e cipselas)
do que para suas estruturas vegetativas (folhas, ramos caulinares e raizes), tanto para os
componentes volateis quanto para os fixos.

Nas partes aéreas de B. segetum, destacam-se os volateis B-felandreno e o germacreno D
com teores até superiores a 50%. Ja as raizes apresentaram constituintes distintos dos demais
Oleos estudados apresentando em sua composicdo sesquiterpenos oxigenados, nenhum
monoterpeno e se caracterizaram pela grande percentagem de alcoois e acidos graxos como o
9,12-Octadecadieno-1-ol € 0 9,12,15-Octadecatrieno-1-ol.

Destaca-se neste trabalho o estudo do aroma dos capitulos de B. segetum, empregando-se
a técnica HS-SPME de amostras provenientes da populagao mantida no PEFI, onde se observou
um maior teor do monoterpenos, como o majoritario B-felandreno (38,4%), e menor teor de
sesquiterpenos, como germacreno D (8,2%), o inverso foi observado para o 6leo volatil.

A atividade antifungica de B. segetum para os fungos Cladosporium cladosporioides e C.
sphaerospermum dos volateis, mostrou-se mais efetivos para as raizes, ramos, capitulos e
cipselas, com maior énfase para as plantas provenientes do PEFI (dominio da Mata Atlantica).

A enzima acetilcolinesterase tem sua atividade reduzida, no regime de dose/resposta,
principalmente, pelos oleos volateis dos ramos coletados nas fases reprodutivas da populagdo
mantida nos canteiros do PEFIL.

De forma geral, os 6leos volateis de B. segetum se mostraram ineficientes para a
atividade antioxidante avaliada pelo método do sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-

picrilhidrazila (DPPH?).
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Este trabalho também se estendeu ao estudo de extratos e fragdes de B. segetum os quais
foram analisados por CG-EM e por técnicas hifenadas como LC/DAD e LC-MS-MS/ESI(+),
permitindo identificar compostos como alcodis e acidos graxos, flavonois, esteroides, cumarinas
e outros fenolicos nas fragdes mais ativas para as atividades antifungica e antioxidante.

E oportuno ressaltar que as fracdes em acetato de etila das folhas, raizes, capitulos e
cipselas de B. segetum, coletadas na populacdo do PEFI, apresentaram potencial redutor do
radical DPPHe superior ao do padrdo comercial (Ginkgo biloba) utilizado como controle
positivo.

Concluindo, este trabalho permitiu e trouxe resultados inéditos sobre a composicao
quimica e as atividades biologicas dos constituintes volateis e fixos das espécies de Bidens da

flora brasileira.
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6. Resumo

Bidens segetum Mart ex Colla (Asteraceae) ¢ uma espécie nativa do Cerrado brasileiro
com poucos estudos realizados até o presente momento. O uso de plantas aroméaticas com
propriedades farmacologicas ¢ bastante difundido, no entanto os teores € a composi¢ao de seus
principios ativos podem variar em fung¢ao de fatores ambientais e genéticos. O objetivo do
presente trabalho foi descrever a composi¢do quimica do aroma das flores e dos 6leos volateis
das diferentes partes de Bidens segetum coletadas de populagdes de ocorréncia natural no
Cerrado e de plantas cultivadas no Instituto de Botanica a partir de suas sementes, além de
analisar as atividades biologicas de seus componentes fixos e volateis. Para tanto, folhas, ramos,
raizes, capitulos e cipselas frescos foram extraidos por hidrodestilagao (3 horas) e os extratos
etanolicos foram obtidos de parte desse material seco em extrator automatico, analisados GCMS,
LC/DAD e LC-MS-MS/ESI(+). A atividade antifingica avaliada pelo método de bioautografia
direta utilizando como fungos reveladores Cladosporium cladosporioides e Cladosporium
sphaerospermum. As atividades anticolinesterasicas e antioxidantes foram triadas por autografias
e quantificadas por ensaios colorimétricos em microplacas. Os rendimentos foram maiores para
as estruturas reprodutivas tanto para os componentes fixos quanto para os volateis. O aroma e
oleo volatil dos capitulos e cipselas se mostraram ricos em hidrocarbonetos monoterpénicos,
enquanto que no 6leo das folhas os hidrocarbonetos sesquiterpénicos foram a classe principal e
para os ramos houve um balanco entre essas duas classes. O 6leo das raizes se apresentou
bastante diferente dos demais pela grande percentagem de alcoois e acidos graxos (>75%). A
composicdo dos Oleos mostrou alteragdes quali- e quantitativas significantes. Porém, seus
componentes principais o germacreno D (9 — 53%) e B-felandreno (17 — 51%) estiveram sempre
presentes nos oOleos e no aroma, apenas variando suas percentagens. Os fungos C.
cladosporioides e C. sphaerospermum se mostraram mais sensiveis ao 6leo volatil das raizes na
fase vegetativa (limite deteccdo= 5 pg) e as fragdes diclorometanicas das raizes (Rfs 0,89),

capitulos e cipselas (Rf 0,72, para ambos) de B. segetum. A enzima acetilcolinesterase teve sua
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atividade reduzida, no regime de dose/resposta, pelos 6leos volateis dos ramos coletados nas
fases de floragdo (ICsp= 22,6 pg/ml) e de frutificagdo (ICso= 43,8 pug/ml). As fracdes em acetato
de etila das folhas (ICsp= 3,4 pg/ml), raizes (ICso= 3,9 pg/ml), capitulos (ICsp= 4,8 ug/ml) e
cipselas (ICsp= 3,1 ug/ml) de B. segetum apresentaram potencial redutor do radical livre 2,2-

difenil-1-picrilhidrazila (DPPHs?).
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7. Abstract

Bidens segetum Mart ex Colla (Asteraceae) is a native species to the Brazilian Cerrado
with few studies to date. The use of aromatical plants with medicinal properties is widespread,
however the levels and composition of its active compounds can vary due to environmental and
genetic factors. The aim of this study was to describe the chemical composition of the aroma of
flowers and volatile oils from different parts of Bidens segetum collected from populations
naturally occurring in the Cerrado and cultivated plants in the Instituto de Botanica de Sao Paulo
from its seeds, besides analyzing the biological activities of its fixed and volatile components. To
do it the essential oils of leaves, branches, roots, fresh chapters and cipselas were extracted by
hydrodistillation (3 hours) and the ethanolic extracts of these same organs were obtained from
the dry material in equipment ASE300 (Accelerated Solvent Extractor) under pressure and
temperature, and after analyzed in GC-MS, LC-DAD and LC-MS/MS ESI(+). The antifungal
activity was evaluated by the method of direct bioautography using as revealing of the activity
fungi Cladosporium cladosporioides and C. sphaerospermum. Anticholinesterase and
antioxidant activities were also evaluated by autographs and quantified by colorimetric assays in
microplates. The yields were higher in reproductive structures for both, fixed and volatile
components, when compared to other structures. The aroma and volatile oil of the chapters and
cipselas proved being rich in monoterpene hydrocarbons, whereas in the leaf oil sesquiterpene
hydrocarbons are the main class, and in the branches there was a balance between these two
classes. The oil of the roots appeared quite different from the others by the large proportion of
alcohols and fatty acids (>75%). The composition of the oils showed quali and quantitative
significant changes. However, its main components the germacrene D (9-53%) and -
phellandrene (17-51%) were always present in oils and aroma, just varying their percentages.
The fungi C. cladosporioides and C. sphaerospermum were more sensitive to volatile oil from
roots in the vegetative phase (detection limit= 5ug), and the dichloromethane fractions of the

roots (Rf= 0.89), chapters and cipselas (Rf= 0.72, for both). The enzyme acetylcholinesterase
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had its activity reduced in the regime of dose / response for the volatiles oils of the branches
collected in flowering (ICsp= 22.6 pg/ml) and fruiting (ICso= 43.8 pg/ml) stages. The fraction in
ethyl acetate of the leaves (ICsy= 3.4 pg/ml), roots (ICsp= 3.9 pg/ml), chapters (ICso= 4,8 pg/ml)
and cipselas (ICsp= 3.1 pg/ml) showed reducing potential in free radical 2,2-diphenyl-1-

picrilhidrazila (DPPH?).
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