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“Ndo importa onde vocé parou... em que momento da vida vocé cansou...
O que importa é que sempre possivel e necessdrio “recomegar”.

Recomegar é dar uma nova chance a si mesmo... renovar as esperan¢ds na vida e, o mais
importante...acreditar em vocé de novo.

Sofreu muito nesse periodo? Foi aprendizado...

Chorou muito? Foi limpeza da alma...

Ficou com raiva das pessoas? Foi para perdod-las um dia...

Sentiu-se s6 por diversas vezes? E porque fechaste a porta até para os anjos...
Acreditou que tudo estava perdido? Era o inicio, tua melhora...

Aonde vocé quer chegar? Ir alto? Sonhe alto...

Queira o melhor do melhor... Se pensamos pequeno... coisas pequenas teremos...

Mas se desejarmos fortemente o melhor e principalmente [utarmos pelo melhor... o melhor vai se
instalar em nossa vida.

Porque sou do tamanho daquilo que vejo, e ndo do tamanho da minha altura.”

Carlos Drummond de Andrade
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RESUMO

Bidens segetum Mart. ex Colla (Asteraceae) é popularmente conhecida como "picdo do mato", uma
planta herbéacea que ocorre no bioma Cerrado de alguns estados brasileiros. As espécies de Bidens sdo
usadas na medicina popular, muitas das quais ja foram estudadas. As atividades atribuidas a estas plantas
estdo relacionadas aos metabdlitos secundarios ou produtos naturais, que sdo sintetizados para
desempenhar fungdes ecoldgicas primarias, responsaveis pelas interagbes com o meio ambiente,
protecdo contra raios ultravioleta (UV), polinizagdo e podem ter sua sintese alterada em fungdo das
condicBes ambientais. Entre os metabélitos secundérios, relatados na literatura para o género Bidens
estdo os polifendis e os poliacetilenos. O objetivo do presente trabalho foi isolar, purificar e identificar
os poliacetilenos com atividade antifingica e os polifendis com atividade antioxidante das fracGes
obtidas do extrato etandlico de B. segetum. As folhas frescas foram coletadas de espécimes de B.
segetum cultivadas no Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioguimica do Instituto de Botanica de S&o
Paulo, SP (IBt, SP). As folhas foram pesadas, congeladas, liofilizadas, trituradas e maceradas com etanol
(93°) por trés dias, obtendo-se o extrato bruto (EEBs). Os métodos de fracionamentos monitorados foram
realizados com EEBs. O primeiro por cromatografia de exclusdo (Sephadex LH-20) em coluna de topo
aberto e gradiente com os eluentes hexano (Hex), acetato de etila (AcOEt), metanol (MeOH) e H,O e 0
segundo por particdo liquido-liquido em funil de vidro, com Hex, AcOEt e H.O. A avaliacdo do
potencial antioxidante baseou-se no ensaio qualitativo em CCD, silica gel e quercetina como padréo e
guantitativo em microplaca e acido clorogénico como padrdo, ambos utilizando o ensaio do radical livre
DPPH. Para avaliar a atividade antifungica foram realizadas bioautografias em CCD e a determinacédo
do limite de deteccdo com os fungos filamentosos Cladosporium sphaerospermum e Cladosporium
cladosporioides e nistatina como padrdo. Para otimizar o método de extracdo de poliacetilenos
responsaveis pela atividade antifingica, extratos foram obtidos com folhas frescas congeladas e
liofilizadas e folhas secas (60° C) por imersdes em diclorometano (DCM) e AcEOt e os perfis
cromatogréaficos dos extratos (HPLC-DAD) mostraram que folhas frescas, congeladas e liofilizadas
constituem uma boa matriz para o estudo de poliacetilenos, presentes na parte superficial das folhas. O
estudo fitoquimico foi realizado por CCD utilizando reveladores especificos para as classes de
metabdlitos, especialmente para compostos fenolicos, como flavonoides (NP - PEG), cromatografia
liguida de alta eficiéncia (CLAE) em escala analitica e semi-preparativa e detec¢do na regido do
ultravioleta (UV) e espectrometria de massas (EM/EM), cromatografia liquida em camada preparativa
(CCDP, silica gel) e em coluna de topo aberto usando fase reversa (C18) e ressonancia magnética
nuclear uni *HNMR) e bidimensionais (HSQC, HMBC). As subfracdes PP4 e PFFR3.3 foram obtidas
dos sucessivos fracionamentos de EEBs, purificagdo em CCDP e cromatografia liquida de alta eficiéncia
em escala semi-preparativa e apresentaram os melhores resultados para grau de pureza (CLAE-DAD) e
atividade em ensaios antifungicos (Cladosporium) e anti-radicalar (DPPH) respectivamente. Os dados
das anélises mostraram que a subfracdo PFFR3.3 € rica em 5-CGA, similar ao padrdo (5-O-E-
cafeoilquinico). Para a subfracdo PP4 com atividade antifungica (10 pg, C. sphaerospermum), foram
identificados poliacetilenos (LC-DAD/EM/EM) nos tempos de retencdo de Tr=17.7 min (Cx2H20s) €
m/z = 419 Da [M+H*] na forma glicosilada e outro no Tr=22.6 min (Cs1H34010) de m/z = 567 Da
[M+H*] esterificado com o derivado do acido 2-O-cafeoil-2-metil-D-eritbnico. A PP4, PFFR3.3 e 0
acido clorogénico (5-CGA) em varias concentra¢des foram avaliados nos ensaios in vitro, em diferentes
tempos (5, 15 e 30 min) com células de melandcitos (NGM) e linhagens de melanoma de crescimento
radial (Wm 1552), crescimento vertical (Wm 1366) e crescimento metastatico (Lu 1205) que
guantificam a producéo de anion superéxido, com base na oxidacdo de DHE (dihidroetidio), molécula
sonda. Os resultados mostraram que ndo houve diminuigdo dos niveis de anion superoxido (02°), em
relacdo ao controle, ou seja, ndo foi observado inibicdo na producéo de anion superoxido em células de
melandcito (NGM) e linhagens de melanoma testadas nas subfracfes PP4, PFFR3.3 e padrdo 5-CGA.

Palavras chave: Asteraceae, Atividade anti-radicalar, Atividade antioxidante, Compostos fenélicos,
Poliacetilenos.
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ABSTRACT

Bidens segetum Mart. ex Colla (Asteraceae) is popularly known as "picéo do mato", an herbaceous plant
that occurs in the Cerrado biome of some Brazilian states. Bidens species are used in folk medicine,
many of which have already been studied. The activities attributed to these plants are related to
secondary metabolites or natural products, which are synthesized to perform primary ecological
functions, responsible for interactions with the environment, protection against ultraviolet rays (UV),
pollination and may have their synthesis altered as a function of their characteristics environmental
conditions. Among the secondary metabolites reported in the literature for the genus Bidens are
polyphenols and polyacetylenes. The objective of the present work was to isolate, purify and identify
polyacetylenes with antifungal activity and polyphenols with antioxidant activity from the fractions
obtained from B. segetum ethanolic extract. The fresh leaves were collected from B. segetum specimens
grown at the Nucleo de Pesquisa de Fisiologia e Bioquimica from Instituto de Boténica de Séo Paulo,
SP (IBt, SP). The leaves were weighed, frozen, lyophilized, crushed and macerated with ethanol (93°)
for three days to obtain crude extract (EEBs). The monitored fractionation methods were performed
with EEBs. The former by exclusion chromatography (Sephadex LH-20) on an open top column and
gradient with the eluents hexane (Hex), ethyl acetate (AcOEt), methanol (MeOH) and H,O and the
second by liquid-funnel partition. glass, with Hex, AcOEt and H,O. The evaluation of antioxidant
potential was based on the qualitative assay on CCD, silica gel and quercetin as standard and guantitative
on microplate and chlorogenic acid as standard, both using the DPPH free radical assay. To evaluate
antifungal activity, CCD bioautographs were performed and the detection limit was determined with the
filamentous fungi Cladosporium sphaerospermum and Cladosporium cladosporioides and nystatin as
standard. To optimize the extraction method of polyacetylenes responsible for antifungal activity,
extracts were obtained with frozen and lyophilized fresh leaves and dried leaves (60°C) by
dichloromethane (DCM) and AcEOt immersions and the chromatographic profiles of the extracts
(HPLC-DAD) showed whereas fresh, frozen and lyophilized leaves are a good matrix for the study of
polyacetylenes present in the superficial part of the leaves. The phytochemical study was performed by
CCD using class specific metabolite developers, especially for phenolic compounds such as flavonoids
(NP - PEG), high performance liquid chromatography (HPLC) on analytical and semi-preparative scale
and detection in the ultraviolet region (UV) and mass spectrometry (MS / MS), preparative layer (CCDP,
silica gel) and open-top column chromatography using reverse phase (C18) and uni (*HNMR) and two-
dimensional (HSQC, HMBC) nuclear magnetic resonance). The subfractions PP4 and PFFR3.3 were
obtained from successive EEBs fractionations, CCDP purification and semi-preparative high
performance liquid chromatography and showed the best results for purity (HPLC-DAD) and activity
in antifungal assays (Cladosporium) and anti-radical (DPPH) respectively. Analysis data showed that
the PFFR3.3 subfraction is rich in 5-CGA, similar to the standard (5-O-E-caffeoylquinic). For PP4
subfraction with antifungal activity (10 ug, C. sphaerospermum), polyacetylenes (LC-DAD / MS / MS)
were identified at retention times of Tr = 17.7 min (C22H260g) at / z = 419 Da [M + H +] in glycosylated
form and another at Tr = 22.6 min (C31H3:010) of m / z = 567 Da [M + H +] esterified with the 2-O-
cafeoyl-2-methyl-D-erythonic acid derivative. PP4, PFFR3.3 and chlorogenic acid (5-CGA) at various
concentrations were evaluated in in vitro assays at different times (5, 15 and 30 min) with melanocyte
cells (NGM) and radial growth melanoma strains. (Wm 1552), vertical growth (Wm 1366) and
metastatic growth (Lu 1205) which quantify superoxide anion production based on the oxidation of
DHE (dihydroethidium) probe molecule. The results showed that there was no decrease in superoxide
anion (02) levels compared to control, that is, no inhibition of superoxide anion production was
observed in melanocyte (NGM) cells and melanoma strains tested in PP4 subfractions. PFFR3.3 and 5-
CGA standard.

Keywords: Asteraceae, Anti-radical activity, Antioxidant activity, Phenolic compounds,
Polyacetylenes
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1. Introducéo

1.1 Género Bidens

As espécies do género Bidens pertencem a familia Asteraceae da tribo Heliantheae (Julio &
Oliveira 2009). A familia Asteraceae é uma das mais numerosas do grupo das Angiospermas,
compreende cerda de 1.535 géneros e ~ 25.000 espécies, no Brasil ocorrem cerca de 2.000 espécies
e 250 géneros, sdo cosmopolitas de aspecto muito variado, sua grande maioria sdo de pequeno porte,
podendo ser anual ou perene, as flores estdo entre as mais especializadas evolutivamente, as espécies
sdo generalista e pioneiras em areas degradadas, sendo encontradas em diferentes tipos de habitats,
principalmente em regides montanhosas da América do Sul e bastante conhecidas por suas
propriedades terapéuticas, cosméticas e aromaticas e dentre seus constituintes quimicos estéo
presentes 0s monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, poliacetilenos, saponinas, alcaloides, e
compostos fenolicos, como flavonoides e acidos clorogénicos (Verdi et al. 2005, Raven et al. 2007,
Lelis 2008, Fabri et al. 2011, Bonnet et al. 2012, Souza & Lorenzi 2012).

O género Bidens € caracterizado por ervas anuais ou perenes, pouco ramificadas, com
aproximadamente um metro de altura que ocorrem em regiées com fisionomias de Cerrado (Julio &
Oliveira 2009). Apresenta cerca de 240 espécies distribuidas ao longo de toda a zona intertropical do
planeta, conhecidas popularmente como picdo sendo comumente encontradas em estradas e terrenos
baldios, consideradas plantas invasoras (Joly 1998, Souza & Lorenzi 2005).

As espécies sao compostas por folhas opostas, pecioladas, com lamina foliar simples podendo
ser inteira ou dissecta, bordas serrilhadas e inflorescéncias em capitulos terminais com flores
tubulares e radiadas pequenas e geralmente de coloragcdo amarelada, frutos escuros quando maduros
e formados por aquénios lineares ou fusiformes com pequenos ganchos aderentes (pappus) de cor

preta que auxiliam na sua dispersao (Lorenzi 2000, Nakajima 2000).



Segundo Silveira et al. (2009), as espécies do género Bidens sdo ricas em quercetina e outros
compostos polifendlicos, possuem acdo antimalarica, antioxidante, antibacteriana e imunomodulador.
A espécie mais conhecida é a Bidens pilosa L. usada na medicina popular para a desobstrucdo do
figado, reumatismo articular, tosses, gonorreias e afec¢fes de garganta (Rodrigues & Carvalho 2001)
e em casos de mordidas de cobras e picadas de insetos, feridas, infeccBes, problemas pulmonares
dentre outros (Lima et al. 2011). Outras espécies também sdo utilizadas na medicina popular, como
por exemplo, a B. alba utilizada como antineoplasico (Nowill et al. 2007), para cicatrizacdo de
feridas, hipertensdo e diabetes e até em casos de ictericia e a espécie e a B. tripartita usada como
antimalarica e contra rinite e sinusite (Brandao 1997).

Dentre os constituintes quimicos mais comuns no género estdo os poliacetilenos (34%);
chalconas (12%); flavonoides (9%); fenilpropanoides (9%); derivados de tiofeno (9%) e auronas (5%)

(Silva 2009).

1.1.1 Bidens segetum

A espécie Bidens segetum conhecida como picdo do mato, pode ser encontrada no bioma
Cerrado de alguns estados do Brasil, como em Goias, Minas Gerais e Parana, assim como em outros
paises da América do Sul, como no Peru e na Bolivia. Ela se desenvolve em locais imidos, na beira
de estradas, matas e em afloramentos rochosos (Lorenzi 1994, Nakajima 2000).

De acordo com Lelis (2008), a espécie Bidens segetum Mart. ex Colla apresenta folhas simples
ou 3-partidas, capitulos com flores do raio liguladas de cor amarela, e flores do disco numerosas,
tubulosas, o androceu é formado por cinco estames com anteras sinanteras. O gineceu possui ovario
infero e estilete com dois ramos e nectario bem desenvolvido de coloracdo amarelada e brilhante
localizado acima do ovario. As plantas variam de subarbustos a arbustos que podem atingir de 1,5 a

2 m, possui ramos cilindricos, estriados e glabros a tormentosos (Figura 1) (Nakajima, 2000).



Figura 1l - A - Flores de Bidens segetum B - Bidens segetum: Flores com polinizadores.

1.2 Importéancia dos produtos naturais

A natureza sempre foi a maior fonte das substancias organicas conhecidas e o reino vegetal
tem contribuido com grande parte das substancias organicas utilizadas no tratamento de doencas que
acometem os seres humanos (Montanari & Bolzani 2001). As primeiras descobertas sobre a
fitoterapia foram relatadas com base em estudos arqueoldgicos em ruinas do Ird e datam mais de
sessenta mil anos (Rezende & Cocco 2002). Foi a partir do século XIX que se iniciou o registo de
estudos com plantas medicinais com base cientifica, levando ao isolamento de alguns principios ja
entdo utilizados como benéficos no tratamento de doengas como, por exemplo, a morfina, cocaina e
canfora, produtos estes que sdo utilizados até nos dias atuais (Montanari & Bolzani 2001, Viegas Jr.
et al. 2006).

Muitas civilizagdes como, por exemplo, a Chinesa, Egipcia e Greco-romana carregam em sua
historia de desenvolvimento a utilizacdo de recursos naturais no controle de pragas, na medicina e
como mecanismos de defesas como 0s venenos que eram utilizados para caga e na execucdo de
prisioneiros, como a do filésofo Sécrates durante o Império Grego (Viegas Jr. et al. 2006). O uso de
plantas medicinais esta marcado na histéria da humanidade e tem grande importancia tanto no aspecto

medicinal quanto cultural (Rezende & Cocco 2002).



Durante a chegada de Portugal ao Brasil, os médicos portugueses vendo a escassez dos
remédios utilizados na Europa, logo comecgaram a fazer uso dos produtos naturais, isso se deu com a
colaboracdo dos indigenas, negros e jesuitas e as técnicas de tratamento com plantas medicinais
utilizadas nesta época que sdo conhecidas e utilizadas até a atualidade (Pinto et al. 2002, Rezende &
Cocco 2002). Além disso, nessa época iniciou-se a busca de especiarias do sertdo por Portugal como
a baunilha, raizes aromaticas, urucum, sementes oleaginosas, canela entre outras assim como pela
exploracdo do pau-brasil (Cesalpina echinata), do qual era extraido um corante de coloracédo
vermelha utilizado como tinta de escrever e para o tingimento de roupas (Montanari & Bolzani 2001,
Viegas Jr. et al. 2006).

De acordo com Santana et al. (2018), “a fitoterapia é a arte de prevenir e curar doencas através
da utilizacdo de praticas naturais, principalmente por plantas com carater medicinal”. A organizacao
Mundial da Saude (OMS) define planta medicinal como “todo ¢ qualquer vegetal que possui, em um
ou mais 6rgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores
de farmacos semissintéticos.” Segundo a Secretaria de Vigilancia Sanitaria, em sua portaria no. 6 de
31 de janeiro de 1995, fitoterapico ¢ “todo medicamento tecnicamente obtido e elaborado,
empregando-se exclusivamente matérias-primas vegetais com finalidade profilatica, curativa ou para
fins de diagndstico, com beneficio para o usuario. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e
dos riscos do seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade.” Neste
contexto podemos dizer que a diferenca entre plantas medicinais e fitoterapicos € a técnica empregada
para o resultado final (Junior et al. 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), estima-se que 60% a 80% da populacdo
dos paises em desenvolvimento faz uso do tratamento de doencas com plantas medicinais pelo dificil
acesso aos centros de saude e pelo alto custo dos medicamentos industrializados (Junior et al. 2005,
Junior 2008).

O tratamento com fitoterdpicos pode ser realizado com diversas partes das plantas: folhas,

sementes, raizes, cascas e caules, de acordo com as caracteristicas da espécie utilizada, assim como



também ha diferentes formas de preparo sendo as mais comuns infusdo, decoccdo e emplastos
(Rezende & Cocco 2002).

Os produtos fitoterapicos nao tém restricbes de venda, sendo assim, qualquer pessoa pode
fazer uso seja por automedicacdo e ou por orientagdo farmacéutica, as populagdes mais carentes
utilizam de plantas medicinais pelo conhecimento empirico mantendo a tradicdo passada por seus
antepassados e pelo facil acesso e baixo custo e a populacdo de paises desenvolvidos utilizam de
fitomedicamentos pelo modismo criado em volta dos produtos naturais e por acreditarem que estes
terdo menos efeitos adversos do que os medicamentos industrializados (Rates 2001, Junior 2008,
Santana et al. 2018).

Apesar do facil acesso e a falsa ideia de que se é planta ndo faz mal, existem muitos riscos
que podem acarretar ao uso de plantas medicinais, tais como: identificacdo errbnea da espécie,
reacOes alérgicas ou tdxicas, superdosagem e interacdes dos compostos ativos das plantas medicinais

com outros medicamentos alopaticos (Junior et al. 2005).

1.3 Metabolitos secundarios

Segundo Pereira & Cardoso 2012, o metabolismo pode ser definido como o conjunto de
reagBes quimicas que ocorrem no interior das células renovando a energia do organismo e garantindo
sua homeostase e de acordo com Garcia & Carril 2009, metabolismo € o conjunto de rea¢Ges quimicas
onde a partir de substancias quimicas simples sdo geradas substancias mais complexa ou substancias
complexas que sdo quebradas e transformadas em substancias mais simples.

Nos vegetais, 0s metabdlitos primarios sdo encontrados em grande abundancia e sdo
essenciais, como exemplo os carboidratos, &cidos graxos, proteinas e acidos nucleicos, eles exercem
fungdes estruturais, plasticas, de armazenamento de energia e Sao vitais aos processos vegetais tais
como a fotossintese, respiracdo, crescimento, divisdo celular, reproducdo e transporte de nutrientes
(Raven et al. 2001, Taiz & Zeiger 2006, Fumagali et al. 2008, Garcia & Carril 2009, Pereira &

Cardoso 2012).



Os metabolitos secundarios desempenham funcgfes especiais, sdo produzidos em Orgaos
especificos da planta e sua sintese depende de fatores tais como a sazonalidade, indice pluviométrico,
temperatura, altitude, incidéncia de radiacéo ultravioleta, temperatura, pH, nutrientes, luminosidade,
fisiologia e idade da planta. Com base nestes fatores bidticos e abidticos a producdo dos metabolitos
esta diretamente relacionada ao meio, ao qual a planta esta inserida (Gobbo-Neto & Lopes 2007,

Garcia & Carril 2009, Gottlieb & Borin 2012, Pereira & Cardoso 2012, Figura 2).
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Figura 2 - Fatores que influenciam na sintese dos metabélitos secundarios (Gobbo — Neto & Lopes 2007).

Os metabolitos secundarios séo responsaveis pela interacdo da planta com o meio ambiente
garantindo a sobrevivéncia das espécies (Taiz & Zeiger 2006). As principais funcfes sdo: protecdo
contra o ataque de patdgenos, parasitas e herbivoros, também sdo responsaveis pela atracdo de
polinizadores e dispersores de sementes e muitos metabdlitos possuem funcéo alelopéatica (Raven et
al. 2001, Taiz & Zeiger 2006, Fumagali et al. 2008, Pereira & Cardoso 2012).

As principais rotas de sintese dos metabolitos secundarios (Figura 3) derivam do metabolismo
da glicose por duas vias principais: a via do acido chiquimico e a via do acetato (Simdes et al. 2007,

Taiz & Zeiger 2006).
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Figura 3 - Esquema adaptado das rotas de biossintese das principais classes de metabo6litos secundarios (Taiz
& Zeiger 2006).

Esses compostos sdo classificados de acordo com sua via biossintética e as principais classes
sdo: terpenoides, alcaloides, poliacetilenos e os compostos fendlicos, incluindo o grupo dos

flavonoides e dos &cidos clorogénicos (Harborne 1998, Taiz & Zeiger 2006).

1.3.1 Terpenoides

Os terpenos ou terpenoides correspondem ao maior grupo de metabdlitos secundarios, 0s
metabdlitos pertencentes a esse grupo sao geralmente de baixa polaridade e sintetizados pela via do
acido mevaldnico (uma molécula com 5 atomos de carbono) e do metileritritolfosfato (MEP). Os
terpenos apresentam diversas fun¢des quimicas como aldeidos, &lcoois, cetonas, éteres entre outras,
sendo classificados de acordo com a quantidade de unidades de cinco a&tomos de carbono (regra do
isopreno) que possuem em sua constituicdo (Taiz & Zeiger 2006, Garcia & Carril 2009, Felipe &

Bicas 2017).



Os terpenos sdo distribuidos em seis grupos principais, sao eles: 0s hemiterpenos constituidos
por uma unidade de isopreno (5 carbornos), os monoterpenos com 10 unidades de carbono, 0s
sesquiterpenos com 15 carbonos, os diterpenos com 20 carbonos, os triterpenos com 30 carbonos, 0s
tetraterpenos com 40 carbonos e os polisoprenos com mais de 40 unidades de carbono (Briskin 2000,
Taiz & Zeiger 2006, Garcia & Carril 2009).

As diversas funcdes dos terpenos estdo associadas as suas propriedades fisicas e quimicas,
assim, 0s monoterpenos e sequiterpenos encontrados nos 6leos volateis, tem carater lipofilico, baixo
peso molecular, odor e sabor caracteristicos, estdo localizados nos tricomas glandulares das
superficies das folhas e flores e possuem agédo contra ataques de herbivoros e parasitas (Taiz & Zeiger
2006, Garcia & Carril 2009). Os 6leos volateis, especialmente os constituidos de compostos da classe
dos terpenoides sdo bastante utilizados na industria de perfumes, cosméticos e na industria alimenticia

(Garcia & Carril 2009, Felipe & Bicas 2017).

1.3.2 Compostos nitrogenados

Os compostos nitrogenados sdo compostos organicos que apresentam pelo menos um atomo
de nitrogénio em sua estrutura molecular e sdo representados pelos alcaloides e pelos glicosideos
cianogénicos (Briskin 2000, Taiz & Zeiger 2006).

Os alcaloides possuem carater alcalino devido a presenca do &tomo de nitrogénio e séo
sintetizados por alguns grupos de plantas, fungos, etc. Os principais efeitos farmacoldgicos para 0s
seres humanos estdo relacionados aos distdrbios emocionais por atuarem no sistema nervoso. S8o
largamente utilizados na medicina, mas podem ser tdxicos, por isto, alguns podem ser considerados

venenos ou alucindgenos (Briskin 2000, Taiz & Zeiger 2006, Fumagali et al. 2008).



1.3.3 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos representam um dos maiores grupos de metabolitos secundarios e séo
constituidos por um grupo fenol, uma hidroxila ligada a um anel aromético. (Taiz & Zeiger 2006).

Sao compostos responsaveis pelo odor, sabor e cor dos vegetais sendo atrativos para diversos
animais ajudando no processo de polinizagdo e dispersdo de semente, também possuem acéao
antioxidante reduzindo os danos causado as plantas da exposicao aos raios ultravioleta, protegem os
vegetais do ataque de insetos, microrganismos e muitos possuem acao alelopaticas inibindo o
crescimento de plantas competidoras (Taiz & Zeiger 2006, Fumagali et al. 2008, Silva et al. 2010).

Dentre seus principais representantes estdo acidos fenolicos e os flavonoides, polifendis que
corresponde a maior classe de compostos fenolicos encontrados principalmente em plantas superiores
como as angiospermas, sdo formados a partir de 15 carbonos organizados em dois anéis aromaticos,
ligados por uma cadeia de trés carbonos, sendo distribuidos em: flavondis, flavanonas, flavonas,
catequinas, antocianinas, isoflavonas e chalconas (Taiz & Zeiger 2006, Fumagali et al. 2008).

Esses compostos estdo presentes em frutas, vegetais e leguminosas e sao bastantes conhecidos
devido sua agdo antioxidante protegendo o vegetal da fotoxidacdo e trazendo beneficios na
alimentacdo humana, como também, auxiliar nos processos oxidativos, na reducao de colesterol e no
combate a doencas cronicas degenerativas (Fumagali et al. 2008, Silva et al. 2010, Pereira & Cardoso
2012).

Os &cidos fendlicos correspondem a uma subclasse de compostos fendlicos e sdo divididos
em &cidos hidroxicindmicos como por exemplo o acido p-cumarico, cafeico, sinapico e feralico que
podem estar esterificados ao acido quinico, &cido tartarico ou carboidratos e derivados, e 0s acidos
hidroxibenzoicos que sdo componentes das complexas estruturas dos taninos hidrolisaveis (Oliveira
& Bastos 2011).

Os acidos clorogénicos (CGAs) (Figura 4) sdo acidos fenolicos derivados dos acidos
hidroxinamicos, inicialmente conhecido como acido 3-cafeoilquinico que atualmente é denominado

de é&cido 5-cafeoilquinico (nomenclatura proposta pela UIPAC), sdo ésteres formados pela
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esterificacdo do acido quinico com um dos seguintes acidos trans-cindmicos: o acido cafeico (3,4-di-
hidroxicinamico), o p-cumarico (4-hidroxi), o ferulico (3-metoxi, 4-hidroxi) ou o sinapico (3,5-
dimetoxi, 4-hidrdxi), sendo o grupo mais abundante o &cido cafeioquinico (ACQ), (Maria & Moreira

2004, Jaiswal et al. 2011, Oliveira & Bastos 2011).

OH

R,=OH: Acido p-cumarico
OH R,=R,=OH: Acido caféico
OH R,=OH, R,=OCH,: Acido ferulico

Acido 5-cafeoilquinico

Figura 4 - Formula estrutural dos Acidos Clorogénicos (CGAS).

Os acidos clorogénicos sdo encontrados em alimentos de origem vegetal principalmente o café
(Coffea canéfora), mas também em outras bebidas como a erva mate (llex paraguariensis) e frutas
como a maca, cereja e ameixa (Maria & Moreira 2004, Oliveira & Bastos 2011).

Representam um dos maiores grupos de metabolitos secundarios encontrados em espécies do
género Bidens e apresentam uma variedade de atividades biolégicas como antioxidante, anti-
inflamatdrio, além de serem considerados benéficos para a satide humana (Silva 2009, Jaiswal et al.

2011).

1.3.4 Poliacetilenos

Os poliacetilenos séo caracterizados como derivados acetilénicos de cadeia longa composta
por vinte a trinta &tomos de carbono aproximadamente, sdo hidrocarbonetos relativamente instaveis
sendo suas atividades bioldgicas facilmente alteradas com a exposicdo a luz, pois absorvem
fortemente a luz ultravioleta e sdo muito reativos conseguindo ser suficientemente estaveis para serem

isolados por técnicas fitoquimicas padronizadas (Harbone 1998).
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A maioria dos poliacetilenos possuem grupos funcionais adicionais podendo ser aromaticos,
ésteres, acidos, alcoois, furanos e cetonas e apenas alguns sdo derivados de hidrocarbonetos de cadeia
simples (Wat et al. 1980, Harbone 1998).

E uma classe relativamente rara que ocorre geralmente em apenas cinco familias de
organismos vivos, alguns sdo considerados fitoalexinas devido a sua toxicidade para microrganismos
que atacam plantas que os possuem em sua constituicdo (Harborne 1998).

Apesar de ser uma classe rara entre 0s organismos vivos, os poliacetilenos representam uma
classe majoritaria de metabdlitos secundarios que prevalecem dentro do género Bidens e em sua
maioria apresentam cadeia carbonica de 13 atomos de carbono podendo ser aromatica ou alifatica
sendo sua biossintese derivada do acido crepeninico e em menores propor¢des, ocorrem acetilenos
com 17 atomos de carbono que apesar de cadeias carbénicas mais longas, ndo apresentam maiores
extensOes de conjugacédo (Lucchetti et al. 2009, Silva 2009).

Em trabalho realizado por Rodrigues (2010), foram identificados os poliacetilenos 3-O-f3-
glicopiranosil-tetradeca-6(E),12(E)-dieno-8,10-diino-1,14-diol e 1-O-b-glicopiranosil-14-hidréxi-
tetradeca-6(E),12(E)-dieno-8,10-diino-3-ona em B. gardneri e também o poliacetileno 2-O-p-
glicopiranosil-trideca-3(E),11(E)-dien-5,7,9-Triin-1,13-diol, sendo este um poliacetileno pouco
encontrado no género, sido relatado apenas em B. campylotheca, B. gardneri e B. bipinnata e Chang
et al. (2004) isolou os poliacetilenos 2-B-glicopiranosiloxi-1-hidroxi-5(E)-trideceno-7,9,11-triineo e

0 3-B-D-glicopiranosil-1-hidroxi-6(E)-tetradeceno-8,10,12-triino de Bidens pilosa (Figura 5).
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Figura 5 - Exemplos de poliacetilenos isolados no género Bidens.

Esses poliacetilenos relatados tém mostrado diversas atividades bioldgicas de interesse no
tratamento de doencas devido suas atividades antibacteriana, antifingica, imunossupressora,
antiangiogénica, anti-inflamatoria, antitumoral, no tratamento de diabetes Mellitus dentre outras
(Chang et al. 2004, Lucchetti et al. 2009, Gilbert et al. 2013).

Em trabalho realizado por Kviecinski (2013) com Bidens pilosa, foi utilizado um método de
extracdo supercritica que envolve a utilizacdo de gases densos elevados acima de sua temperatura
critica para a separacgdo de poliacetilenos com propriedades antitumorais.

Wat et al. (1980) observaram que extratos de espécies de Bidens e outras espécies da familia
Asteraceae perdiam atividade citotoxica diante de fungos, bactérias e larvas de insetos, evidenciando
a relacdo entre a atividade citotoxica e a presenca de compostos poliacetilenos o que corrobora com
os dados aqui obtidos, relacionando a atividade antifingica de B. segetum da fracdo analisada e sua

resposta a atividade citotoxica a qual foi submetida.

1.4 Antioxidantes

Em todos os sistemas bioldgicos aerdbicos desde os procariontes até sistemas mais complexos

como as plantas e animais, durante o processo de producdo de energia na mitocondria e no meio
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citoplasmatico sdo produzidos os radicais livres como subproduto normal de oxi-reducédo (Vicentino
& Menezes 2007, Silva et al. 2010).

Radical livre € um atomo ou molécula altamente reativo, que contém um numero impar de
elétrons em sua ultima camada eletronica, tornando-os altamente instaveis que tende a se associar
rapidamente a outras moléculas de carga positiva com as quais pode reagir ou oxidar, sdo, portanto,
formados a partir do processo de 6xido-reducdo, ou seja, ou sedem o elétron solitario oxidando-se ou
recebem um elétron reduzindo-se (Ferreira & Matsubara 1997, Vicentino & Menezes 2007, Alves et
al. 2010, Lima & Bezerra 2012).

Contudo, os agentes reativos formados durante o processo oxidativo do metabolismo
aerobico, ndo necessariamente apresenta um numero desemparelhado na sua Gltima camada
eletrbnica, sendo portando designados como Espécies Reativas do Metabolismo do Oxigénio
(ERMOs) (Ferreira & Matsubara 1997, Vicentino & Menezes 2007, Alves et al. 2010).

A producdo desenfreada de ERMOs leva ao estresse oxidativo que se d& devido ao
desequilibrio entre a taxa de producdo de agentes oxidantes e sua degradacéo, provocando efeitos
deletérios nas células como danos ao DNA, proteinas e organelas, levando ao envelhecimento precoce
do organismo e a doengas cronicas degenerativas como Parkinson, Alzheimer e canceres e a doencas
inflamatdrias cronicas como diabetes, aterosclerose, artrites dentre outras (Ferreira & Matsubara
1997, Vicentino & Menezes 2007, Alves et al. 2010, Fabri et al. 2011).

Antioxidante por definicdo € uma substancia que em concentra¢Ges ideais consegue prevenir
ou retardar os efeitos causados pelo estresse oxidativo e por isso, tem se intensificado a busca por
produtos com agédo antioxidante que auxiliem na prevengdo de doencas relacionadas aos danos
causados pelo estresse oxidativo (Vicentino & Menezes 2007, Lima & Bezerra 2012, Sucupira et al.
2015).

Os antioxidantes podem ser enddgenos ou exdgenos e podem ser classificados como primarios
que sdo aqueles que doam oxigénio radicar impedindo que o processo oxidativo se inicie e

secundarios que sdo aqueles que bloqueiam ou decompdem os produtos das reagcdes oxidativos
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tornando-os inativos, podem ser ainda enzimaticos ou ndo enzimaticos e naturais ou sintéticos
(Ferreira & Matsubara 1997, Silva et al. 2010, Lima & Bezerra 2012, Sucupira et al. 2015).

Dentre os principais exemplos de antioxidantes naturais estdo os compostos fendlicos em
especial os flavonoides, as vitaminas C e E, os carotenoides que agem impedindo que 0 processo
oxidativo se inicie ou interrompem a cadeia de propagacdo de reacfes oxidativas causadas pelos
radicais livres, além disso o organismo humano possui um complexo enzimatico formado pelas
enzimas superoxido dismutase, catalases, glutationa peroxidase e sistemas tioredox e também
antioxidantes ndo enzimaticos como a glutationa, a bilirubina, a melatonina, o &cido Urico dentre
outros que sao bastante eficientes na defesa do organismo contra os efeitos das ERMOs (Vicentino
& Menezes 2007, Silva et al. 2010).

A capacidade antioxidante de substancias biologicamente ativas pode ser avaliada por meio
de varios parametros, dentre os diversos métodos in vitro estdo: FRAP - ferric reducing antioxidant
power, ABTS - 2,20-azino-bis (acido 3-ethylbenzthiazoline-6-sulfénico), DPPH - 2,2-difenil-1-
picrylhydrazil e ORAC - oxygen radical absorbance capacity que sdo os mais utilizados, o0 método de
branqueamento de R-caroteno, que avalia o nivel de inibi¢cdo dos radicais livres gerados durante a
peroxidagdo do &cido linoléico, também é bastante conhecido (Alves et al. 2010, Sucupira et al.
2015).

Dentre estes, 0 método de sequestro de radical livre DPPH é um dos mais utilizados pois a
molécula do DPPH é bastante estavel na auséncia de luz além de possuir facil aplicabilidade e
viabilidade (Oliveira 2015).

Este ensaio se baseia na medida da capacidade de uma determinada substancia em sequestrar
o radical DPPH, reduzindo-o a hidrazina (Figura 6). Por ser um radical livre estavel em virtude da
deslocalizacdo do elétron desemparelhado por toda a molécula, este apresenta um cromdéforo que
absorve no comprimento de onda de 518nm, de colorag&o violeta. Este radical livre estavel (DPPH)

em presenca de um composto antioxidante ou doador de 4&tomos de hidrogénio é reduzido alterando
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a estrutura do DPPH e sua coloracdo muda de violeta para amarelo, ou seja, diminui a intensidade de

absorcéo do DPPH (Alves et al. 2010, Sucupira et al. 2015, Oliveira 2015).
0,
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Figura 6 - (1) Forma radicalar e (2) ndo radicalar do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH).
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1.4.1 Atividade antioxidante em cultura de células in vitro

O uso de produtos naturais como agentes antioxidantes comecou com a medicina popular e
ao longo dos tempos passou a ser empregado na medicina alelopética e tradicional e muito dos
farmacos que sdo utilizados hoje no tratamento da quimioterapia, foram isolados de plantas como,
por exemplo, a vimblastina e a vincristina isolados de Catharanthus roseus (Kviecinski 2007). Além
disso, vem se buscando alternativas de remédios que tenha maior seletividade das células tumorais,
diminua os efeitos adversos das células normais e a resisténcia da carcinogénese (Centa 2014).

Espécies do género Bidens sdo muito utilizadas no Brasil no tratamento de diversas doencas
devido suas propriedades terapéuticas e por isso foram realizados varios estudos quimicos que
comprovam forte atividade antioxidante, em destaque a Bidens pilosa, uma das espécies mais
utilizadas e que é rica em quercetina e outros compostos polifendlicos e sendo estes grupos de
metabdlicos secundarios os responsaveis pelas atividades antioxidantes observadas (Santos & Cury,
2011).

O cancer esta entre as doencas que podem ser originadas devido a danos oxidativos e ha
descrito na literatura varios estudos de substancias com atividade antioxidante que foram usadas para

andlise no tratamento de doencas crénicas causadas por radicais livres (Castro & Freeman 2001).
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O cancer é uma neoplasia maligna, sendo uma das principais causas de morte humana no
ocidente, estando o seu aparecimento relacionado a varios fatores como pré-disposicéo genética, sexo,
idade, raca e fatores ambientais (Kviecinski 2007).

O melanoma, € o tipo de cancer de pele de menor frequéncia correspondendo por 3% - 4%
dos casos, sua incidéncia, porém € letal em cerca de 75% - 80% e sua ocorréncia vem crescendo
anualmente em todo o mundo, estima-se que ele seja responsavel por cerca de 1% a 2% das mortes
de cancer por ano. O progndstico de morte para esse tipo de tumor € de 6 a 9 meses, e a taxa de
sobrevida por 5 anos é menor que 5%, sendo as chances de cura maiores quanto mais cedo for
diagnosticada a doenca e iniciado o tratamento (Figueiredo et al. 2003, Massaro 2014).

O melandcito (NGM) é a célula responsavel pela producdo da melanina, pigmento que da
coloracdo a pele e a protege da exposicao ao sol, podendo estas serem lesadas devido a exposi¢céo aos
raios UV o que pode ocasionar a formacdo de células anormais levando a mutacGes genéticas
(Kviecinski 2007, Niero 2010).

Os compostos que possuem atividade antioxidante como os carotendides e 0s compostos
fendlicos podem auxiliar na reducdo do risco de uma variedade de doengas cronicas. Esses
antioxidantes agem absorvendo radicais livres ou inibindo a cadeia de iniciagcdo ou interrompendo a
cadeia de propagacdo das reacdes oxidativas promovidas pelos radicais (Silva et al. 2010, Martinez-

Florez et al. 2002)

1.5 Antifangicos

Nos lugares onde se pratica uma agricultura econdmica é muito comum o uso de pesticidas
para 0 controle de pragas e doengas, 0 que em curto prazo pode trazer um efeito benéfico nas
plantac@es, a longo prazo pode causar o surgimento de pragas e fitopatdgenos resistentes além de
problemas ecoldgicos como poluigdo de rios e solos devido aos residuos quimicos utilizados

(Schwan-Estrada et al. 2000).
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Por isso tem se dado lugar para a pratica de agricultura alternativa com o uso de produtos
naturais para o controle de pragas e doencas nas plantac6es (Zacaroni et al. 2009).

Fungos do género Cladosporium foram identificados pela primeira vez em 1815, séo
caracterizados pela auséncia de fase de proliferacdo e fazem parte do grupo dos Deuteromycota, 0s
fungos desse género estdo presentes em ambientes externos e internos podendo se desenvolver até
mesmo em tubulacbes de agua e superficies de vidro e também sdo encontrados em alimentos
estragados, contudo, muitas espécies do género Cladosporium séo capazes de produzir metabolitos
secundarios que podem ser utilizados como antibioticos inibidores de Bacillus subtilis, Escherichia
coli e Candida albicans (AlMatar & Makky 2016).

O fungo Cladosporium sphaerospermum (Penzig) € uma espécie comum e cosmopolita que
ocorre como um invasor secundario em plantacGes de arroz, milho e feijdo (Hoog & Garro 1995). E
o fungo Cladosporium cladosporioides (Fresen) de Vries, é uma espécie fitopatogénica que ocorre
em plantacfes de caju e tomate sendo encontrado nos estados da Bahia, Ceara, Piaui em Rondonia
(Mendes 1998).

Nos seres humanos os fungos C. cladosporioides e C. sphaerospermum podem ser

patogénicos causando principalmente doencas do trato respiratorio (Yano et al. 2003).

1.6 Justificativa

A natureza € uma fonte de inestimavel riqueza para novos medicamentos e 0s produtos
naturais sdo considerados como uma das maiores fontes de diversidade quimica.

A importancia que determinadas substancias naturais podem adquirir no mercado esta
inversamente relacionada com sua disponibilidade. Muitas vezes, a substancia quimica ndo pode ser
sintetizada, ou o custo de sua sintese é muito elevado, obrigando sua extracéo in natura.

A possibilidade de se encontrar uma nova substancia ativa, um modelo estrutural para a sintese
de novos compostos ou simplesmente a demanda pela utilizacdo de um fitoterapico, com

comprovacao cientifica, tem justificado o investimento de milhGes de ddlares por todo o mundo.
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O Brasil ¢ um dos paises com maior diversidade vegetal do mundo, mas com ecossistemas tao
ameacados que o nimero de informacdes sobre plantas medicinais tem crescido muito pouco
anualmente. Mesmo assim, estudos fitoquimicos tradicionais com espécies brasileiras conduziram até
0 momento ao isolamento de grande quantidade de metabolitos secundarios, mas a maioria destes
continuam sem qualquer aplicacdo devido a falta de programas de bioensaios preliminares para que
possam ser triados e selecionados para estudos farmacoldgicos posteriores.

Neste contexto, este trabalho visa contribuir para um maior conhecimento da flora brasileira,
mais especificamente do bioma do Cerrado, através do estudo da composic¢ao quimica do extrato das
folhas de B. segetum, que pode ser usado na realizacdo de bioensaios que buscam identificar possiveis

aplicacdes para esta espécie ainda pouco estudada.
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2. Objetivos

Os objetivos deste trabalho foram isolar e caracterizar os poliacetilenos com atividade
antifungica e os polifendis com atividade antioxidante das fragdes ativas do extrato etanolico de

Bidens segetum.

2.2 Objetivos especificos:

v' Avaliar as fragdes com atividade antioxidante e antifingica por técnicas
cromatogréaficas e bioensaios de bancada;

v’ Purificar as fragdes com atividade antioxidante e antiflngica;

v’ Isolar os compostos ativos;

v’ Identificar os poliacetilenos com atividade antifingica e os polifen6is com atividade
antioxidante por métodos espectrométricos (HPLC, LC-EM);

v Ensaios in vitro em cultura de células para determinacéo de atividade antioxidante
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3. Material e Métodos

Este trabalho foi realizado no Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioquimica do Instituto de
Boténica (IBt) da Secretaria de Infraestrutura e Meio Ambiente do Estado de S&o Paulo (SIMA/SP).

A identificacdo da espécie foi realizada pela Dra. Inés Cordeiro, pesquisadora responsavel
pelo Herbario do Instituto de Boténica de Sdo Paulo (IBt-SP) e hd uma exsicata depositada nas
colecbes do Herbario do Instituto de Boténica - SP com a denominagdo: SP 452794, coleta:
Nascimento A 101 — Fazenda Campininha, subdistrito de Martinho Prado, Mogi Guacu, Séo Paulo —
Brasil.

Os espécimes utilizados neste trabalho foram trazidos da Fazenda Campininha e plantados
nos canteiros das colec¢des de plantas do Nucleo de Pesquisa em Fisiologia e Bioguimica do Instituto

de Botéanica - SP.

3.1 Material vegetal e obtengdo dos extratos

Folhas de Bidens segetum foram coletadas dos canteiros de colecGes de plantas do Ndcleo de
Pesquisa em Fisiologia e Bioguimica em marco de 2017. As folhas foram selecionadas, pesadas,
congeladas e liofilizadas (liofilizador Eduards). Apds liofilizacdo o material vegetal foi moido,
pesado e submetido a extracdo por maceracdo a frio com etanol 93° por trés dias, apds este periodo,
o liquido foi filtrado com algodéo hidrofilico e o processo repetido por mais trés dias. O liquido obtido
apos esse processo foi concentrado em evaporador rotatorio (BUNCHI) e levado em banho maria
40°C para completa eliminacdo do solvente, obtendo-se o material seco denominado de Extrato
Etandlico (EEBS).

O estudo comparativo dos extratos em acetato de etila (AcEOt) foi realizado com o objetivo
de mostrar que o processo de secagem influi na obtencdo de fragdes ricas em poliacetilenos. Estes
extratos foram obtidos de folhas frescas coletadas em 05 de julho de 2018 e divididas em duas partes

iguais, onde uma parte (FE,155 g) foi colocada em saco de papel e seca em estufa a 60°C e a outra
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parte (FL,155g) congelada e liofilizada e ambas foram imersas em AcEOt para extrair 0S compostos

presentes em suas superficies.

3.2 Fracionamento do Extrato Etandlico Bruto (EEBSs) e purificacdo das fractes

3.2.1 Cromatografia Flash em Coluna aberta (Silica gel 60 Merck 200-500 mp) — 1°
Fracionamento do EEBs

O extrato etandlico obtido de folhas frescas liofilizada (45,0 g do EEBs) foi fracionado por
cromatografia em coluna usando silica (60 g, Merck 200-500 mu) e sistema de vacuo. O EEBs foi
solubilizado em metanol (100%) e misturado com silica gel 60 (23 g). No processo de eluicédo foi
usado um gradiente de solventes organicos de polaridade crescente: hexano; hexano + acetato de etila
5:5 (vv); acetato de etila; metanol + acetato de etila 5:5 (vv); metanol e metanol + H2O 2:8(wv). As
fragdes resultantes foram concentradas sob vacuo no evaporador rotatorio e levadas a banho maria a
40°C para eliminacdo completa dos solventes e nomeadas como: fracdo hexanica (FHi); fracdo
hexano + acetato de etila (FH+ FACEOty); fracdo acetato de etila (FACEOLt:); fragdo acetato de etila
+ metanol (FACEOt+FMeOHy); fracdo metanolica (FMeOHy); fracdo metanolica + H,O (FMeOH +

H20).

3.2.2 Cromatografia liquida de exclusdo em Sephadex LH-20 das fra¢cdes FACEOt+FMeOH e
FMeOH.

As fragcdes FACEOt+MeOH; e FMeOHjs (14,0 g) obtidas do 1° fracionamento por coluna de
cromatografia flash identificadas com atividade anti-radicalar em trabalho anterior, foram reunidas e
submetidas a um novo fracionamento por cromatografia de exclusdo em Sephadex LH-20. Essas
fracdes reunidas (FACEOt+MeOH; e FMeOHj3) foram solubilizadas em 10 mL de metanol e aplicadas
no topo de uma coluna cromatografica de topo aberto de 25 cm de comprimento e 5 cm de didametro

preparada com LH 20 (35 g Pharmacia) com 150 mL de metanol (Merck PA). A eluigéo foi realizada
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com 1400 mL de metanol (MeOH) onde ao final da separacdo obteve-se 47 subfracdes, que foram

secas, pesadas e nomeadas (AM1 — AM47) para analises posteriores.

3.2.3 Cromatografia em fase reversa das subfragdes AM17 a AM23

As subfracbes AM17 a AM23 obtidas do fracionamento por coluna Sephadex LH-20 que
mostraram forte atividade anti-radicalar foram submetidas separadamente a cromatografia de coluna
de fase reversa (Tubo SPE Discovery DSC -18, 10 g, 60 mL, SUPELCO) com gradiente dos
solventes: 100 mL de H20 MiliQ, 100 mL de H20 MiliQ e metanol (8:2, v:v), 100 mL de H20 MiliQ
e metanol (5:5, vv) e 100 mL de metanol 100%. Obtendo-se ao final 12 subfracGes de cada uma das

subfracbes (AM17 — AM23), totalizando 72 subfracdes (Figura 7 - Fluxograma 1).
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Figura 7 - Fluxograma 1 com as etapas de obtencéo, separacdo e purificacdo do material vegetal (folhas frescas
de Bidens segetum) a partir do 1° fracionamento e da coluna de fase reversa.

oA

3.2.4 Cromatografia por particéo liquido-liquido — 2° Fracionamento do EEBs

O segundo fracionamento do EEBs foi para melhorar o rendimento da fragdo AcEOt que
mostrou forte atividade antifingica em estudos anteriores. O EEBs (75,0 g) foi solubilizado em &gua
destilada e submetido a parti¢do liquido/liquido em funil de separacdo com solventes organicos de

polaridade crescente: hexano e acetato de etila. As fragdes organicas e aquosa foram concentradas no
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evaporador rotatorio e levadas a banho maria a 40°C para eliminacdo completa dos solventes,

obtendo-se as fragdes: hexanica (FH>); acetato de etila (FACEOLt,) e aquosa residual (FH20).

3.2.5 Cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) - Purifica¢édo da fracdo acetato
de etila (FACEOt>) e da subfracdo FFRS3.

A FACEOt; foi purificada por cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) em
silica gel PF2s4 (1 mm de espessura, placa de vidro 20 x 20 cm, Merck). A FACEOt, 30 mg) foi
aplicada e a eluicéo foi realizada com a mistura de CHCIs:MeOH 8:2 (v:v), em cuba cromatogréafica.
Foram utilizadas 10 placas (CCDP) e ap6s o término da elui¢do as placas foram visualizadas sob luz
UV nos comprimentos () 254 nm e 366 nm, as faixas de interesse foram marcadas, separadas e,
posteriormente a silica contendo material adsorvido foi submetida a extragdo com metanol e filtrada
em funil de placa porosa (¢ da placa porosa 0,40mm) sob vacuo. As subfracGes resultantes foram
concentradas no evaporador rotatorio (BUNCHI), levadas ao banho-maria (40°C) para eliminagao
completa dos solventes, pesadas para calculos de rendimento, denominadas de (PP1 a PP10, Figura

8 - Fluxograma 2) e re-submetidas a ensaios biologicos para a confirmacéo e selecao das mais ativas.
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Figura 8 - Fluxograma 2 com as etapas de obtencdo, separacéo e purificagdo do material (folhas frescas de
Bidens segetum) a partir do 2° fracionamento e da cromatografia de camada delgada preparativa — CCDP.

3.3 Ensaios qualitativos por cromatografia em camada delgada (CCD)

As cromatografias em camada delgada comparativa foram realizadas para monitoramento das
fraces obtidas dos fracionamentos 1 e 2 utilizando placas de silica gel Fzs4 (0,2 mm, Merck). As
placas foram eluidas em sistema de solventes apropriados para cada ensaio biologico, da seguinte

forma:
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» A fase superior d¢ BAW (n-butanol/acido acético/agua, 4:1:5, vv) para o ensaio anti-
radicalar;

* Cloroférmio e metanol (9:1, v/v) para o ensaio antifangico.

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

camera Epson PhotoPC 3000Z.

3.4 Ensaio anti-radicalar com DPPH

3.4.1 Ensaio qualitativo em cromatografia em camada delgada (CCD)

Aliquotas de 200 pg dos extratos brutos e 100 pg das fragbes e subfracdes obtidas do 1°
fracionamento (Figura 7), foram analisadas por cromatografia em camada delgada (CCD) em placas
de silica gel Fzs4 (0,2 mm, Merck), eluidas com a fase superior de BAW (n- butanol/ &cido acético
glacial/agua, 4:1:5, vv) e o padrdo autentico Quercetina (2,5 pg/mL) dissolvida em metanol.

A revelacdo das placas foi realizada com uma solucdo metandlica do radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazila (0,2% - DPPH, Sigma-Aldrich). Apds aproximadamente 30 mim de nebulizado com o
revelador DPPH apareceram manchas brancas ou amareladas sob um fundo roxo indicando que
houve sequestro do radical DPPH (Boveris et al. 2000). Os resultados foram observados e registrados

em sistema CAMAG, fotografados e os valores do Fator de retencéo (Rf) calculados.

3.4.2 Ensaio quantitativo em microplaca (Teste ELISA)

As subfracbes (PFFR3.1, PFFR3.2 e PFFR3.3) e o padrdo Acido Clorogénico (5 — CGA) que
mostraram forte atividade anti-radicalar em CCD, foram submetidos a quantificacdo em microplaca
para a determinacdo da porcentagem de sequestro do radical livre 2,2-difenil-1-picril-hidrazila

(DPPH), de coloracgao purpura que absorve a 518 nm. Por acdo de um antioxidante ou uma espécie
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radicalar (R"), o DPPH é reduzido formando difenilpicril- hidrazina, de coloracdo amarela, com
consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da
absorbancia.

Em microplaca de 96 pocos foram colocados em triplicatas 178,5 uL das subfracGes nas
concentracdes de 300, 250, 200, 150, 100, 50 e 25 pug/mL e 72 pL de solucdo metandlica de DPPH
(0,3 mM), o controle negativo contendo 178,5 UL de metanol e 72 pL de DPPH (0,3 mM) e o controle
positivo 178,5 pL do acido clorogénico (25 pg/mL) e 72 pL de solucdo de DPPH (0,3 mM) em
metanol. Apds aplicacdo das amostras, a microplaca foi mantida a temperatura ambiente, no escuro
durante 30 minutos, a absorbancia foi medida a 518 nm em aparelho BIOTEK KC4. O célculo da
porcentagem de inibicdo foi determinado comparando-se as velocidades de reacdo das amostras em
relacdo ao branco. (Brand-Williams et al. 1995, Tepe et al. 2005).

A porcentagem de sequestro do radical DPPH foi calculado através da equacéo a seguir:

% inibi¢cdo = 100 — [(Abs. da amostra — Abs. do branco) x 100]
Abs. do controle negativo

Abs. da amostra é a absorbancia da amostra com DPPH; Abs. do branco ¢ a absorbancia da
amostra sem 0 DPPH e Abs. do controle negativo é a absorbancia da solucdo de DPPH em metanol.

A determinac&o da ICsp foi calculada utilizando o programa GraphPad Prims 5.

3.5 Ensaio para detec¢ao de compostos fenélicos com NP — PEG

Para a identificacdo de compostos fenolicos como os flavonoides e os acidos fenolicos nas
fracOes ativas, foram utilizadas aliquotas de 200 pg dos extratos brutos e das fragcdes obtidas do 1°
fracionamento (Item 3.2.1), aplicadas em placas de cromatografia em camada delgada (CCD) de silica
gel F2s4 (0,2 mm, Merck), para a fase movel foi utilizada a parte superior do eluente BAW (n- butanol,
acido acético glacial e agua — 4:1:5, vv) e o padrdo Quercetina (2,5 pg) dissolvida em metanol. Apos
eluicéo, foi nebulizado o revelador 2 - (difenil-borilox) — etilamina/ polietileno glicol 2000 (NP/PEG)

seguindo o protocolo:
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NP-PEG: Nebulizar primeiro a solucdo A - contendo 2 - (difenil-borilox) — etilamina em
MeOH) e depois a solucdo B (polietileno glicol 2000 — 5% em EtOH). Visualizar sob luz UV (366

nm) em sistema Camag.

3.6 Avaliacdo da atividade antifungica

3.6.1 Atividade antifungica por bioautografia em cromatografia de camada delgada (CCD)

Os fungos filamentosos Cladosporium sphaerospermum Penz (CCIBt 491) e Cladosporium
cladosporioides Fresen de Vries (CCIBt140) foram utilizados como reveladores no bioensaio de
deteccdo de substancias fungitoxicas. Para a obtencdo das culturas, os fungos foram mantidos em
placas de Petri com meio de cultura Batata Dextrose Agar (BDA), incubadas a 24°C, no escuro, por
14 dias. As suspensdes de esporos dos fungos foram extraidas em solucéo de sais e glicose (6:1, v/v)
e armazenadas em freezer.

Aliquotas de 200 ug para o EEBs bruto e 100 pg para as fracdes e subfracdes obtidas do 2°
fracionamento (Item 3.2.4 e 3.2.5) foram aplicadas (10 pL) em CCD de silica gel 60 Fzs4 (0,2 mm,
Merck). Como controle positivo foi utilizado a Nistatina (5 pg). As placas cromatograficas foram
eluidas com CHCI3:MeOH (9:1, v/v). Apds a eluicdo e eliminacdo completa dos solventes as
cromatoplacas foram nebulizadas com as suspensdes de esporos (5 x 107 esporos/mL) dos fungos C.
sphaerospermum e C. cladosporioides, separadamente, e incubadas em camara Umida a 27 °C no
escuro por 48 horas (Homans & Fuchs 1970).

Apos o periodo de incubacdo apareceram manchas claras sobre um fundo de coloragéo verde
escuro indicativas de atividade inibidora do crescimento dos fungos. As placas foram observadas na
luz branca em equipamento CAMAG ReproStar 3 e fotografadas em camera fotografica Epson

PhotoPC 3000Z e os valores de Rf calculados.
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As cepas dos fungos C. sphaerospermum Penz (CCIBt 491) e C. cladosporioides Fresen de
Vries (CCIBt140) sdo mantidas no Instituto de Boténica/ Secretaria do Meio Ambiente, por

repicagem em meio de Batata-Dextrose-Agar e incubacéo a 26°C, no escuro.

3.6.2 Limite de deteccéo por biautografiaem CCD

As subfracbes PP4 e PP4.1 ativas na inibicdo do crescimento dos fungos do género
Cladosporium foram submetidas ao ensaio para determinacéo do limite de deteccdo que determina a
menor concentracdo do composto capaz de inibir o crescimento de um microrganismo, utilizando
placas cromatograficas de silica gel Fzss (0,2mm Merck) de 5 cm aplicando as respectivas
concentracdes de cada fracdo: 100, 50, 25, 10 e 05 pg e o padrao a Nistatina (5 pg).

As placas foram nebulizadas com suspensdo dos esporos dos fungos C. sphaerospermum e
C. cladosporioides (item ao item 3.6.1) e apds o periodo de trés dias em estufa a 27 °C foi possivel
observar a presenca ou auséncia de crescimento dos fungos, sendo as concentracdes presentes nos

halos de inibicdo consideradas como limite de detec¢do inibitorio.

3.7 Ensaio in vitro em cultura de células para determinacéo de atividade antioxidante

Inicialmente foi realizada a multiplicagdo das células de melandcito humano (NGM) e de
linhagens de melanoma humano sendo (Wm 1552, uma linhagem de crescimento radial; a Wm 1366,
uma linhagem de crescimento vertical e Lu 1205, uma linhagem de crescimento metastatico) em
placas de Petri. Depois de realizada a contagem das células, o nimero de células plaqueadas foi de
1.2x108 para as linhagens NGM e Wm 1366 e de 1.5x103 para Wm 1552 e Lu 1205 em quintuplicata
em microplaca de 96 pocos. Apds 48 h as células foram tratadas com &cido clorogénico (padréo
sigma-Aldrich) ou com as subfra¢cdes FFR3.3 ou PP4 que mostraram forte atividade antioxidante e
antifungica respectivamente, solubilizadas em DMSO nas seguintes concentragdes: para a linhagem

Wm 1552 400 pg/mL, 200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 5 pg/mL e 0,5 ug/mL; Wm 1366 nas
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concentragdes de 500 pug/mL, 400 pg/mL, 200 pg/mL; 100 pug/mL, 50 ug/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 1
pug/mL e 0,5 pg/mL; e nas células Lu 1205 nas concentragdes 400 pg/mL, 200 pg/mL, 100 ug/mL,
50 pg/mL, 10 pg/mL, 5 pg/mL, 1 ug/mL e 0,5 ug/mL por 5, 15 ou 30 minutos na estufa a 37°C. Em
seguida, o meio contendo os tratamentos foi retirado, as células foram lavadas com PBS e foi
adicionado em cada po¢o da microplaca 60 pL do indicacor de fluorescéncia DHE (dihidroetidio —
Molecular Probes) (comprimento de onda de excitagdo 480nm; comprimento de onda de emissao
567nm) na concentracao de 25 pum. Ap6s 40 minutos de incubacdo a 37°C na estufa as células foram
lavadas com PBS para retirada do excesso de DHE e realizou-se a leitura no fluorimetro utilizando-
se o filtro com comprimentos de onda de excitacdo de 488nm e de emissdo de 620 nm.

Estes ensaios foram realizados no Nucleo de Fisiologia da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Santa Casa de Misericérdia de Sdo Paulo — FCMSCSP, sob a responsabilidade da Dra Fabiana H.

Machado e sua aluna Jaqueline Soares.

3.8 Estudo Fitoquimico

3.8.1 Analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detecc¢do na regido do
Ultravioleta (UV)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em escala analitica foi realizada em
cromatédgrafo Agilent modelo 1260, constituido de um forno termostatico G1316A, um injetor
automatico G1329B, um compartimento de amostras termostatico G1330B, uma bomba G1311B,
equipado com detector por varredura de espectro no Ultravioleta por arranjo de fotodiodos com célula
de fluxo de 60 mm. Como fase estacionaria para as analises em escala analitica foi utilizada uma
coluna Zorbax Eclipse plus de fase reversa C18 (4,6 x 150 mm) e 3,5 pum de didmetro de particula e
um fluxo de 1,0 mL.min. Os solventes utilizados foram grau HPLC (T. J. Baker).

Dois sistemas de gradientes foram utilizados com a fase movel os eluentes (A) agua

deionizada (Sistema Merck) acidificada com 0.1% de acido acético (Merck) e (B) acetonitrila (ACN).
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Utilizou-se um meétodo para deteccao e identificagdo de compostos fendlicos presentes nos extratos
e fracOes e 0 outro para os extratos obtidos por imersdo das folhas secas em estufa (FE) a 60° C e
folhas liofilizadas (FL). O primeiro gradiente foi iniciado (tempo 0 min) com uma mistura de 90% de
Ae 10% de B (ACN) até 6 min, de 6.mina 7 min 85% de A, de 7 a 22 min 85% de A, de 22 a 23 min
80% de A, 33 a 34 min 75% de A, 34 a 44 min 75% de A, 44 a 54 min 50% de A, 54 a 60 min 50 a
100% de B. O segundo gradiente o tempo 0 min (inicio da corrida) 90% de A.

Estas analises foram realizadas no Instituto de Biociéncias no Laboratorio de Fitoquimica da

Universidade de Séo Paulo — SP, sob responsabilidade do Dr. Marcelo Pena.

3.8.2 Analise em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) semi-preparativo

Para separacdes empregando-se 0 CLAE semi-preparativo foi usado um cromatografo Agilent
1200 e uma coluna Zorbax eclipse plus LC-18 de fase reversa C18 (25 cm x 10 mm), com particulas
de diametro de 5 um e um fluxo de 4,176 mL.min*. O sistema de eluigdo empregado foi 0 modo
gradiente iniciado e constituido por uma mistura de 75% de H2O acidificada com 0,1% de acido
acético e 25% de acetonitrila (ACN) por 2 minutos, de 2 a 7 min atingindo 50% de ACN, de 7 a 25
min atingindo 90% de ACN, de 25 a 26 min 100% de ACN, o qual foi mantido por mais um minuto.

Estas analises foram realizadas no Instituto de Biociéncias no Laboratério de Fitoquimica da

Universidade de S&o Paulo — SP, sob responsabilidade do Dr. Marcelo Pena.

3.8.3 Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) experimentos uni (*HRMN) e bidimensionais
(HSQC e HMBC) para a identificacdo dos compostos isolados

As subfracdes FFR4.3, FFR5.4 e PP4.1 foram solubilizadas em DMSO e analisadas por
'HRMN, e para a FFR5.4 foram realizados espectros de correlagdo bidimensionais HSQC
(conectividade direta C-H com constante de acoplamento J=1) e HMBC (conectividade até trés
ligacGes J=3). A andlise anterior para a identificacdo do composto presente na fracao PP4 foi utilizado

como solvente cloroférmio deuterado e foram realizadas analises de tHRMN, HSQC e HMBC. Estes
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espectros foram registrados em espectrometro Bruker Alll 500MHz e todas estas analises foram
realizadas na Central Analitica do Instituto de Quimica da Universidade de Sdo Paulo - USP, SP, pelo

técnico responsavel.

3.8.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-
EM/EM)

A fracdo PP4 que mostrou forte atividade antifungica, foi solubilizada em metanol PA., e para
a obtencdo dos espectros foi utilizado o cromatografo liquido CBM-20A- Shimadzu, bombas: LC-
20AD Shimadzu com detector: SPD-20A — Shimadz Forno: CTO-20A — Shimadzu e autoinjetor :
SIL 20AC — Shimadzu e espectrometro de massas Esquire 3000 plus — Bruker Daltonics, com capilar
de 4000V, nebulizador 27 Psi, temperatura de 300°C e fluxo de géas de 7L/min. Operando no modo

de aquisicdo de dados MS e MS/MS com fonte de elétron-spray no modo positivo (ESIY).
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4. Resultados e Discussao

4.1 Obtencao e rendimento do extrato etanolico (EEBs) e fracGes

As folhas frescas de Bidens segetum foram liofilizadas e a partir delas obteve-se o extrato
etanolico (EEBs) por maceracdo a frio com etanol comercial 93° onde pesos e rendimentos estdo na
Tabela 1.

Tabela 1 - Rendimento do extrato etandlico das folhas de B. segetum — EEBs.

Material - folhas frescas 1,345 Kg
Material liofilizado 485,0 g
Rendimento do material liofilizado 27,731%
Extrato Etandlico (EEBS) 123,284 g
Rendimento da extracdo 25,419%

As analises por CLAE-DAD dos extratos de Bidens segetum em AcEOTt obtidos por imersdo
de folhas secas em estufa a 60°C (FE) e folhas liofilizadas (FL), com objetivo de extrair os compostos
presentes em suas superficies apresentaram perfis cromatograficos com bandas de absorgéo na regido
do ultravioleta caracteristicas dos poliacetilenos, quando comparadas com os dados da literatura.
Estes dados confirmam que o extrato em AcEOt de folhas liofilizadas é rico em poliacetilenos e
podem ser 0s responsaveis pela protecdo contra herbivoria e das atividades bioldgicas relatadas para
0s mesmos (Branddo et al. 1997, Kviecinski et al. 2008).

Dados da literatura (Kviecinski 2013) com Bidens pilosa mostraram também que o método
de extracdo com fluido supercritico, com a utilizagdo de gases densos elevados acima de sua
temperatura critica forneceu extrato rico em poliacetilenos. Com base nestas evidéncias podemos
inferir que o método de extragdo com folhas frescas liofilizadas também pode ser uma alternativa

para otimizar o processo de obtencéo de poliacetilenos (Figura 9).
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4.2 Obtencao e rendimento das frac6es e subfractes

O 1° fracionamento do Extrato Etandlico - EEBs (45,0 g) em coluna com silica Flash forneceu
7 fracdes denominadas de: Fracdo hexanica (FH1); Fracdo hexano + acetato de etila (FH+ FACEOt,);
Fracdo acetato de etila (FACEOty); Fragdo acetato de etila + metanol (FACEOt+FMeOHjs); Fracéo
metanodlica (FMeOHjy) e Fracdo metandlica + &gua (FMeOH + H,0) (Tabela 2).

Tabela 2 - Rendimento das fragbes obtidas do 1° fracionamento do Extrato Etandlico — EEBs (45,0 g)

Fracoes Peso Rendimento
FH: 6,272 g 13,937%
FH+ FACEOt; 4,127 g 9,171%
FACEOt, 3,236 g 7,191%
FACEOt+FMeOH; 16,042 g 35,648%
FMeOH; 2,823 g 6,273%
FMeOH + H,0 1,028 g 2,284%

Abaixo ¢ apresentado o rendimento das fragdes reunidas FACEOt+MeOH: e FMeOHj e das
subfracdes obtidas por cromatografia por exclusdo LH-20 e de fase reversa (AM17 — AM23 e FFR1

— FFR7, Tabela 3)
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Tabela 3 - Rendimentos obtidos da coluna LH 20 (AM1-AMA47) e das subfracGes resultantes da coluna de fase

reversa.

Coluna LH 20 (AM1 - AMA47) 14,09 Peso

Coluna de Fase Reversa

Rendimento

6,131 ¢ 43,792%
Coluna de Fase Reversa
Peso Peso

(AM17 - AM23) (FFR1 - FFR7)

AM17 188,5 mg FFR1 139,4 mg
AM18 170,2 mg FFR2 93,8 mg
AM19 180,7 mg FFR3 23,6 mg
AM20 158,3 mg FFR4 16,0 mg
AM21 160,1 mg FFR5 20,1 mg
AM22 81,2 mg FFR6 17,6 mg
AM23 108,5 mg FFR7 24,3 mg

A subfragdo FFR3 foi selecionada para purificagdo em placa cromatografica preparativa

(CCDP), por apresentar maior grau de pureza e 0s compostos ativos de interesse fornecendo trés

novas subfracdes denominadas de PFFR3.1, PFFR2 e PFFR3.3 (Tabela 4).

Tabela 4 - Rendimento das subfra¢des obtidas da FFR3 por purificagdo em placa cromatogréafica preparativa

(CCDP) 23,6 mg.

Fracoes Peso Rendimento
PFFR3.1 8,58 mg 37,304%
PFRR3.2 7,33 mg 31,869%
PFFR3.3 4,23 mg 18,391%

O 2° fracionamento do Extrato Etandlico — EEBs (75 g) por particdo em funil de separacdo

com solventes de polaridade crescente forneceu trés fracbes denominadas de: fracdo hexanica (FH>);

fracéo acetato de etila (FACEOLty) e fragdo aquosa (FH20).

A purificacdo da FACEOt, (300 mg) por cromatografia de camada delgada preparativa

(CCDP) forneceu 10 subfracdes (PP1- PP10, Tabela 5).
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Tabela 5 — Rendimento das subfrac@es (2° fracionamento) do EEBs (75 g) e das subfragdes da FACEOt; (300
mg) obtidas por cromatogréafica de camada delgada preparativa (CCDP).

Fracéo Peso Rendimento Subfracéo Peso Rendimento
FH> 10,660 g 14,213% PP1 20,0 mg 6,666%
FACEOt; 5,846 g 7,794% PP2 10,5 mg 3,500%
FH20 0,903 g 1,204% PP3 35,8 mg 11,933%
PP4 38,3 mg 12,766%
PP5 26,6 mg 8,866%
PP6 27,2 mg 9,066%
PP7 24,2 mg 8,066%
PP8 29,8 mg 9,933%
PP9 21,0 mg 7,000%
PP10 24,3 mg 8,1%

4.3 Ensaio anti-radicalar com DPPH

4.3.1 Ensaio qualitativo em cromatografia em camada delgada (CCD)

O monitoramento das fracdes obtidas do 1° fracionamento em coluna flash: FHy; FH+
FACEOLt;; FACEOLt:; FACEOt+FMeOH: e FMeOHj avaliou a capacidade de sequestro do radical livre

DPPH utilizando a quercetina como padrédo (Figura 10).

Figura 10 - Foto das placas cromatogréficas (CCD, em silica gel Fzs4 eluidos em BAW) 1-FH;, 2-FH+ACEt;,
3-FACEOt;, 4-FACEOt+MeOH;, 5-FMeOH,, 6- Quercetina. A- Revelada A= 254 nm, B- Revelada com DPPH
sob luz branca.
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A seguir estdo apresentados os Fatores de Retencdo (Rfs) das fracdes que apresentaram
atividade no sequestro do radical livre DPPH (Tabela 6).

Tabela 6 - Valores dos Fatores de Retencdo (Rfs) das fracdes ativas com o ensaio do DPPH.

Fracdo Fator de Retencéo (Rf)

FACEOt; 0,64; 0,70
FACEOt+MeOH; 0,47, 0,50, 0,64, 0,70

FMeOH; 0,47; 0,64; 0,70

Com base nesse resultado, selecionamos as fragdes FACEOt+FMeOH; e FMeOH: que ja
haviam mostrado atividade anti-radicalar em outros testes com essa mesma metodologia para

purificacdo em coluna Sephadex LH 20, subfragdes (AM1 — AM34, Figura 11).

Figura 11 - Foto das placas cromatograficas (CCD, em silica gel Fzs4 eluidos em BAW) A- AM1 a AM9; B -
AM10 a AM18; C — AM19 a AM26; D — AM27 a AM34; Padrdo Quercetina; Reveladas com DPPH sob luz
branca.
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Os Rfs das subfracBes que apresentaram atividade anti-radicalar estdo representadas na

Tabela 7.

As subfracdes, apds a subfracdo AM33 ndo apresentaram atividade no ensaio com DPPH.

Tabela 7 - Valores dos Fatores de Retencgdo (Rfs) das subfragdes (AM1 — AM34) obtidas com o ensaio do

DPPH.
Subfracéo Fator de Retencéo (Rf)
AM2 e AM3 0,43; 0,68
AM4 0.43
AM5 a AM8 0,43; 0,56
AM14 a AM18 0,43; 0,56; 0,68; 0,81
AM19 0,43; 0,56
AM20 a AM23 0,43; 0,56; 0,66; 0,75; 0,81
AM24 0,43; 0,56; 0,75
AM25 e AM26 0.75
AM27 a AM31 0,62; 0,75
AM32 e AM33 0.75

As subfracbes AM17 a AM23 com perfis cromatograficos e cores semelhantes e com maior

quantidade em relacdo as outras subfraces foram selecionadas e fracionadas separadamente em

coluna de fase reversa (como descrito no item 3.2.3).

Na Figura 12 estdo as fotos das placas cromatogréaficas das subfracdes resultantes da coluna

de fase reversa com as subfracdes AM17 a AM23, apos analise dos perfis cromatograficos.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 12 - Foto das placas cromatogréaficas (CCD, em silica gel Fzs4 eluidos em BAW) 1 e 2 - AM17; 3 -
AM18; 4 - AM19; 5e 6 - AM20; 7e 8 - AM21; 9 e 10 - AM22; 11 e 12 - AM23. Revelada com DPPH sob
luz branca.

As subfracbes foram separadas de acordo com a coloracdo que apresentaram, as que
apresentaram mais de uma cor foram pipetadas separadamente para comparacdo do perfil
cromatografico, assim sendo, os principais Rfs estdo apresentados na Tabela 8 a seguir:

Tabela 8 - Valores dos Fatores de Retencdo (Rfs) obtidos pelas subfracbes (AM17 — AM23) ativas para
atividade anti-radicalar.

Subfracéo Fator de retenc¢ao (Rf)
1e2 (AM17) 0,12; 0,37; 0,50; 0,56; 0,68; 0,78

3 (AM18) 0,37; 0,56; 0,68; 0,78

4 (AM19) 0,37; 0,56; 0,68
7 e 8 (AM21) 0,12; 0,37; 0,56; 0,68; 0,78
9e 10 (AM22) 0,37; 0,56; 0,68

11 (AM23) 0,37

12 (AM23) 0,37; 0,56; 0,68

Os perfis cromatograficos observados nas fotos da Figura 12 das subfragfes obtidas da

separacao na coluna de fase reversa foram reunidos conforme a Tabela 8 por apresentarem Rfs muito
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préximos e novamente submetidos a fracionamento em coluna de fase reversa obtendo-se ao final 7

subfracbes denominadas de FFR1 a FFR7 (Figura 13).

7

9 10 11 12

Figura 13 - Foto da placa cromatogréafica (CCD, em silica gel F2s4 eluida em BAW) 1 — FFR1; 2- FFR2; 3 e
4 — FFR3; 5-FFR4; 6 a 10 - FFR5; 11 — FFR6; 12 — FFR7. Revelada com DPPH sob luz branca.

As subfragOes (FRR1-FRR?7) por apresentarem parametros de cor diferentes foram colocadas

na placa de acordo com a coloracgéo apresentada, ou seja, as subfracdes que apresentaram apenas uma

cor em todos os frascos de coleta foram reunidas e aplicadas apenas uma vez na placa e as subfracées

que apresentaram mais de uma cor foram pipetadas e aplicadas na placa cromatogréfica de acordo

com a quantidade de cores diferentes, resultando 12 spots.

Assim sendo, os Rfs apresentados estdo representados na Tabela 9 a seguir:

Tabela 9 - Valores dos Fatores de Retencdo (Rfs) obtidos pelas subfracbes (FFR1 — FFR7) ativas para

atividade anti-radicalar.

Subfracéo Fator de retencéo (Rf)
FFR1 012; 0,37, 0,56; 0,68; 0,78
FFR2 0,12; 0,37; 0,56; 0,68; 0,78
FFR3 0,37; 0,56; 0,68
FFR4 0,37; 0,56; 0,68; 0,78
FFR5 0,37; 0,56; 0,68
FFR6 0,37; 0,56; 0,68; 0,78
FFR7 012;0,37; 0,56; 0,68; 0,78
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Foi selecionada a subfracdo FFR3 para purificacdo em placa cromatografica preparativa
(CCDP). A escolha dessa subfracao se deu pelo fato de ela ter apresentado uma boa separagdo com

relacdo as outras subfragfes e massa suficiente para uma nova separacdo (Figura 14).

Figura 14 - Foto da placa cromatogréafica (CCD, em silica gel Fzs4 eluida em BAW) 1 - PFFR3.1; 2—- PFFR3.2;
3 — PFFR3.3. Revelada com DPPH sob luz branca.

Apo6s purificacdo a subfracdo FFR3 apresentou trés halos de inibicdo do radical DPPH
(Tabela 10).

Tabela 10 - Valores dos Fatores de Retencdo (Rfs) obtidos pelas subfracdes (PFFR3.1 — PFFR3.3) ativas para
atividade anti-radicalar.

Subfracéo Fator de retenc¢do (Rf)
PFFR3.1 0,63
PFFR3.2 0,36; 0,48
PFFR3.3 0,36

As subfracbes que mostraram forte atividade antioxidante foram submetidas a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Silveira et al. (2009) em estudo com a fracdo acetado de etila com folhas de Bidens segetum
obteve atividade antioxidante semelhante aos nossos resultados aqui descritos, e sugere que esta

atividade pode estar relacionada com a grande quantidade de cumarinas encontradas nesta fracéo.
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Fabri et al. (2011) descreve cinco classes de constituintes quimicos encontrados em folhas de
Bidens segetum: Fenois, taninos, flavonoides antraquinonas e esteroides, podendo estes estarem
relacionados a atividade antioxidante encontrada na espécie.

Em trabalhos anteriores foram identificados na fracdo acetato de etila de B.segetum acido
clorogénicos identificados e avaliados por ensaios com DPPH e por analise GC-MS, dados estes ndo

publicados.

4.3.2 Agado anti-radicalar (DPPH) em microplaca das subfragées PFFR3.1 a PFFR3.3

Compostos fenolicos sdo relatados na literatura como compostos capazes de sequestrar o
radical livre DPPH, destacando-se o acido clorogénico (5 - CGA), portanto, inicialmente foi realizado

0 ensaio com o padrdo autentico de 5 — CGA (Figura 15).

5-CGA
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Figura 15 - Grafico da curva de atividade anti-radicalar do padrdo 5 - CGA do método de sequestro do radical
DPPH.

A 1Cso obtida com base nos dados do padrdo 5 — CGA foi de 8,141ug/mL.

Na Figura 16 estdo os valores da porcentagem de sequestro do DPPH pelo padréo 5 - CGA.
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Figura 16 - Gréafico da quantificacdo da atividade anti-radicalar do padrdo 5 — CGA nas concentracdes de 25,
50, 100, 150, 200, 250, 300 pg/mL.

A subfracdo PFFR3.3 que mostrou forte atividade antioxidante no método qualitativo em
placa cromatografica (CCD) foi selecionada para analise quantitativa de atividade anti-radicalar em
microplaca para calcular a concentragdo inibitoria de 50%, conhecida como ICso. A curva resposta

obtida quantificou a capacidade de sequestro do radical DPPH da subfracdo PFFR3.3 (Figura 17).
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Figura 17 - Gréafico da quantificacdo da atividade anti-radicalar (DPPH) da subfracdo PFFR3.3 nas
concentracfes de 25, 50, 100, 150, 200, 250, 300 pg/mL.
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A 1Cso de 132, 2 pg/mL da subfracdo PFFR3.3 foi calculada a partir da curva resposta da
porcentagem de sequestro do radical DPPH (a concentragdo de 200 pg/mL nédo foi considerada no
calculo da ICso, pois houve um erro experimental).

Na Figura 18 estdo os valores da porcentagem (%) de sequestro do DPPH de PFFR3.3.
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Figura 18 - Grafico da quantificacdo da atividade anti-radicalar da subfracdo PFFR3.3 nas concentragdes de
25, 50, 100, 150, 250, e 300 pg/mL e padrdo Acido clorogénico (5 - CGA).

O composto 3’,4’,6°,7’-Tetrahidroxiaurona isolado de Bidens pilosa apresentou forte
atividade anti-radicalar (DPPH), com valor de ICso de 8,3 uM. Auronas pertencem a classe dos
flavonoides que assim como os acidos clorogénico sdo muito encontrados em espécies do género
Bidens e que tem demonstrado forte acdo anti-radicalar (Venkateswarlu et al. 2004). Em estudo
realizado por Scherer et al. (2009) em andlise do potencial do sequestro do DPPH, o acido clorogénico
apresentou um valor de 1Cso de 7,4 UM e porcentagem de inibicdo do DPPH de 10,3%. A estrutura
dos compostos fenolicos constituida de um anel aromético ligado a um ou mais grupo hidroxila é um
fator determinante para a atividade inibitoria de radical livre, conhecida como relagdo estrutura-
atividade, sendo que a acdo antioxidante dos compostos fendlicos aumenta com o grau de

hidroxilagéo (Bravo 1998, Balasundram et al. 2006).
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4.4 Cromatografia em CCD das subfracbes (AM1 — AM34 e PFFR3.1 - PFFR3.3) Revelacdo
com NP - PEG

As subfracdes que apresentaram atividade anti-radicalar (DPPH) foram selecionadas para
ensaio com o revelador (NP/PEG) e a Quercetina como padrdo, os resultados mostraram que esse

flavonol muito comum em espécies de Bidens ndo foi detectado, conforme mostrado nas Figura 19.

Figura 19 - Foto das placas cromatograficas (CCD, em silica gel F2s4 eluidos em BAW) A- AM1 a AM9; B -
AM10 a AM18; C — AM19 a AM26; D — AM27 a AM34; Padrdo Quercetina; Reveladas com NP — PEG A =
366nm.

As subfracbes AM1 a AM34 apresentaram um perfil cromatografico bem semelhante em

relacdo a atividade anti-radicalar e os Rfs apresentados estdo na Tabela 11 a seguir.
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Tabela 11 - Valores dos Fatores de Retencdo (Rfs) obtidos pelas subfracfes (AM1 — AM34) ativas no teste

com NP-PEG.
Subfragéo Fator de retencéo (Rf)
AM2 a AM8 0,43
AM14 a AM17 0,43; 0,68; 0,81
AM19 0,43; 0,56
AM20 0,43; 0,56; 0,66
AM21 a AM24 0,43; 0,56; 0,66; 0,75
AM25 e AM26 0,75
AM27 a AM31 0,69; 0,75
AM32 e AM33 0,75
Quercetina 0,80

Os perfis cromatogréaficos obtidos da purificacdo da subfragdo FFR3 (PFFR3.1, PFFR3.2 e

PFFR3.3) por CCDP e revelados com NP-PEG/ A= 366 nm mostrou halos esverdeados caracteristicos

de compostos fendlicos possivelmente acidos clorogénico (Figura 20).

O

1 2

3

A

1

2 3

Figura 20 - Foto da placa cromatografica (CCD, em silica gel F2s4 eluidaem BAW) 1 - PFFR3.1; 2 - PFFR3.2;
3 — PFFR3.3. Revelada com NP — PEG A: X =366nm; B: Luz branca.

Com base em analise da placa, esta apresentou trés halos semelhantes as correspondentes da

atividade anti-radicalar (Tabela 12).
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Tabela 12 - Valores dos Fatores de Retencdo (Rfs) obtidos pelas subfragdes (PFFR3.1 — PFF3.3) ativas no
teste com NP-PEG.

Subfragéo Fator de retencéo (Rf)
PFFR3.1 0,63
PFFR3.2 0,36; 0,48
PFFR3.3 0,36

4.5 Atividade antifungica com fungos do género Cladosporium

4.5.1 Ensaio antifangico por biautografia das fracdes do EEBs e subfracées PP1 — PP10

A avaliacdo da atividade antifingica foi realizada inicialmente com as fraces obtidas do 2°
fracionamento do EEBSs, pois esse método foi utilizado para otimizar o rendimento da fracdo AcEOt

que ja havia mostrado atividade na inibicdo dos fungos em ensaios anteriores (Figura 21).

Figura 21 - Foto dos cromatogramas (CCD, em silica gel Fzs4 eluido em CHCIs/MeOH 9:1, sob luz branca)
1-FH2, 2-FACEOt; (A), 3-FACEOt; (B), 4-MeOH, 5-Nistatina. A - Revelada com esporos do fungo
Cladosporium cladosporioides, B - Revelada com esporos do fungo Cladosporium sphaerospermum.
Fotografasas sob luz branca.

Apos crescimento dos esporos dos fungos nas placas, foi possivel observar halos de inibi¢do

que mostram a atividade antiflngica das fragcdes obtidas do EEBs (Tabela 13).
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Tabela 13 - Valores dos Fatores de Retencdo (Rfs) obtidos pelas fragdes do 2° fracionamento do EEBs ativas
para atividade antifangica com os fungos C. cladosporioides e C. sphaerospermum.

Fracdo Fator de retencdo (Rf)
FH. 0,2;0,33
FACEOt,(A) 0,2;0,33; 0,62
FACEOLt,(B) 0,2;0,33

A fracdo FACEOLt; (A e B) com cores diferentes ap6s o ensaio antifingico apresentaram halos
com 0s mesmos Rfs e foram reunidas.

Os perfis biautograficos da figura 21 e tabela 13 foram semelhantes para os fungos C.
cladosporioides e C. sphaerospermum.

As fragdes FACEOL, (A e B) reunidas, com atividade antiflngica, foi purificada em placa

cromatografica preparativa (CCDP) obtendo-se 10 subfracGes (PP1 — PP10, Figura 22).

2 345 6 7 8 91011 12

1 23 45 6 7 8 9101112

Figura 22 - Foto dos cromatogramas (CCD, em silica gel Fzs4 eluido em CHCIs/MeOH 9:1, sob luz branca)
1-PP1, 2-PP2, 3-PP3, 4-PP4, 5-PP5, 6-PP6, 7-PP7, 8-PP8, 9-PP9, 10-PP10, 11-Ac. Cindmico, 12-Nistatina. A
- Revelada com esporos do fungo C. cladosporioides, B - Revelada com esporos do fungo C. sphaerospermum.
Fotografadas sob luz branca.

A subfragdo PP4 mais ativa no ensaio antifungico com solugdo dos esporos dos fungos C.
cladosporioides e C. shaerospermum, com halos de inibi¢cdo Rfs: 0,56; 0,68, para ambos os fungos,
foi purificada em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em escala semi-preparativa (Iltem

4.7).
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45.2 Limite de deteccdo da subfracdo PP4 e PP4.1 — ensaio biautografico com C.
sphaerospermum e C. cladosporioides

O limite de deteccdo da subfragdo PP4 nas concentragdes de 100, 50, 25, 10 e 05 pg e o padrao
a Nistatina 5 pg, no ensaio por biautografia em placa de silica gel com esporos do fungo C.

sphaerospermum esta representado na Figura 23.

Figura 23 - Foto do biautograma de PP4 mostrando os halos brancos proporcionais as concentragcdes em
relagdo ao padrédo Nistatina (limite de detecgdo, em silica gel Fzss, Sob luz branca, C. sphaerospermum nas
concentracdes de 100; 50; 25; 10 e 05 pg e padrdo Nistatina 05 pg).

O resultado da biautografia com os esporos do fungo C. sphaerospermum apesentou halo de
inibicdo até a concentracdo de 10 pug que corrobora com os dados obtidos no ensaio qualitativo por
CCD (Figura 22).

A Subfrag@o PP4 foi purificada em CLAE semi-preparativo (PP4.1 — PP4.5) e analisada por
CLAE analitico para quantificacdo e determinacdo do grau de pureza e atividade antifingica. A
subfracdo PP4.1 (100%) no comprimento de onda A=325nm e tempo de retengao Tr: 49.846 min (Item
4.7) foi submetida ao ensaio biautografico de limite de deteccdo com esporos do fungo C.
sphaerosmermum nas concentragfes de 100, 50, 25, 10 e 05 pg e padrdo Nistatina 05 pg. Os

resultados obtidos para a subfracdo PP4.1 foram negativos como mostrados na Figura 24.

Figura 24 - Foto do bioautograma de PP4.1 mostrando resultados negativos, halos brancos ndo foram
observados comparado ao padrdo nistatina (limite de deteccdo, em silica gel Fzss, sob luz branca, C.
sphaerospermum nas concentragdes de 100; 50; 25; 10 e 05 ug e padréo Nistatina 05 pg).
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O resultado da biautografia, com os esporos do fungo C. sphaerospermum nédo apesentou halo
de inibicdo para nenhuma das concentrac¢des avaliadas. Sugerindo que a PP4.1 ndo é o composto ativo
responsavel pela forte atividade antifungica presente na subfracdo PP4.

Nos ensaios biautograficos realizados com os esporos do fungo C. cladosporioides de limite
de deteccdo com PP4 e PP4.1 ndo houve crescimento do fungo.

Nascimento et al. (2013), em pesquisa com Gleos essenciais de B. segetum, com esporos dos
mesmos fungos utilizados neste trabalho C. sphaerospermum e C. cladosporioides em diferentes
partes da planta e em diferentes concentracfes mostrou forte atividade antifungica.

As espécies B. pilosa e B. cinapiifolia em estudo in vitro de fungos fitopatogénicos realizados
por Tagami et al. (2009) e Fenner et al. (2006), apresentaram resultado positivo para atividade
antifangica.

Os poliacetilenos compostos encontrados em espécies do género Bidens sdo conhecidos por
sua atividade antimicrobiana. Esta atividade pode estar relaciona a sua estrutura dos poliacetilenos,
conforme relatado na literatura que associa a funcdo acetileno ao crescimento micelial de alguns

grupos de fungos (Pedrosa 2012).

4.6 Atividade antioxidante em culturas de células in vitro

A subfracdo PFFR3.3 identificada como o &cido clorogénico ou 5-O-(E)-cafeoilquinico (90%)
com forte atividade anti-radicalar (DPPH), foi selecionada para ensaio em cultura de células de
linhagens de melanoma e melandcito (item 3.7) em concentracfes e tempos diferentes.

Inicialmente os ensaios foram realizados no periodo de 30 minutos de acdo da droga
(subfracdo PFFR3.3) nas linhagens do melanoma Wm1552 (linhagem de crescimento radial),
Wm1366 (linhagem de crescimento vertical) e Lul205 (linhagem de crescimento metastético) e

utilizado como o controle linhagens de células ndo tratadas (Figura 25).
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Figura 25 - Graficos de atividade antioxidante da subfracdo PFFR3.3 em células de melanoma humano (tempo
de acdo 30 min). A - Wm1552; B - Wm1366; C - Lul205.

A partir da analise dos graficos avaliamos que os resultados obtidos ndo sdo conclusivos,
mesmo realizados em diversas concentracdes ha uma grande variacdo nos resultados finais, as
mesmas concentra¢cdes aumentaram, diminuiram ou ndo mudaram a quantidade de anion superéxido
(02), baseado na oxidagdo do DHE (dihidroetidio), probe molecular nas diferentes células.

O tempo de acédo da droga nos ensaios foi reduzido para 5 e 15 minutos para a verificacdo do
efeito do tempo na acdo da droga na diminuic¢do dos niveis de anion superoxido (O2°) na linhagem

Lu 1205, e os resultados continuaram inconclusivos (Figura 26).

5' LU 1205 15" LU 1205
2.0 61
~~ -~ -
m: 555655554 fﬁ ! 20000044044
s ] 2 9
w 55555 w L
a 7 T T ¥V
&) o  2- %
v A%
& &
& &
N
Concentragéo Concentragdo

Figura 26 - Grafico da atividade antioxidante da subfracdo PFFR3.3 em cultura de células do melanoma
linhagem LU 1205. A —5 min; B — 15 min.

A PFFR3.3 foi submetida a ensaios com cultura de células de melandcitos (NGM) em menores

concentragdes e tempo de acdo da droga de 30 minutos Figura 27.
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Figura 27 - Grafico da atividade antioxidante da PFFR3.3 em culturas de células de melandcito (NGM) nas
concentragfes de 0, 5; 1; 10 e 100 g e tempo de acdo da droga de 30min.

Os resultados também s&o inconclusivos, mas observa-se que na menor concentragdo (0,5 pg),
semelhante ao resultado com Lu 1205 (1ug, figura 26) ha uma diminuicdo da quantidade de anion
superoxido em relagdo ao controle.

Foi realizado o mesmo ensaio com linhagens de melanoma e melandcito com padrdo 5 — CGA
no tempo de 30 minutos (Figuras 28 e 29) e com a subfracdo PP4, com a linhagem Lu 1205 nos
tempos de 5 e 15 minutos (Figura 30), contudo, em todos os testes o resultado foi negativo em relagdo
a diminuicdo do anion superoxido (O2°), baseado na oxidacdo do DHE (dihidroetidio), probe

molecular.
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Figura 28 - Gréficos de atividade antioxidante do padrdo 5 - CGA em células de melanoma humano A -
Wm1366 > concentragéo; B - Wm1366 < concentra¢do; C — Wm 1552 e D - Lu1205.
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Figura 29 - Gréafico da atividade antioxidante do padrao 5 - CGA em culturas de células de melandcito (NGM)
nas concentracdes de 1; 10 e 100 ug.
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Figura 30 - Gréfico da atividade antioxidante da subfracdo PP4 em cultura de células do melanoma linhagem
LU 1205. A — 5 min; B — 15 min.

Wat et al. (1980) observaram que extratos de espécies de Bidens e outras especies da familia
Asteraceae perdiam atividade citotoxica diante de fungos, bactérias e larvas de insetos, evidenciando
a relacdo entre a atividade citotoxica e a presenca de compostos poliacetilenos.

Os acidos clorogénicos 3,4- e 4,5-dicafeoil-quinicos isolados de diversas partes de Bidens
pilosa apresentaram potencial antioxidante utilizando o ensaio com DPPH (Gilbert et al 2013)
confirmando os nossos resultados de atividade anti-radicalar para CGAs.

Ensaios in vitro para determinar a inibicdo da producdo do anion superoxido (O27) com
linhagens de melanoma e melandcitos utilizando os CGAs e poliacetilenos ndo foram relatados na

literatura.

4.7 Estudos Fitoguimicos

4.7.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE/DAD) das fracdes PFFR3.3 e PP4

A subfracdo PFFR3.3, componente majoritario de PFFR3, com atividade anti-radicalar
(DPPH) e PP4 com atividade antifungica (esporos dos fungos do género Cladosporium) analisadas

por CLAE-DAD forneceram perfis cromatograficos e dados de espectros na regido do UV e para a
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determinacéo do grau de pureza que permitiram seleciona-las para realizar os ensaios in vitro com
células das linhagens de melanoma e melandcitos e avancar no estudo fitoquimico.

Os resultados das analises preliminares, triagem fitoquimica de PFFR3.3 (CCD, silica gel
BAW, NP — PEG) mostraram que essa subfracdo de fator de retencdo Rf=0.7 e dados de CLAE-

DAE com abundancia relativa 81.5487% e tempo de retencdo Tr=4.093 min, no comprimento de

onda A=325 nm ¢ um polifenol (Figura 31, A).
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Figura 31 - Perfil cromatografico (HPLC — DAD) da subfracdo PFFR3.3. A- Cromatograma registrado no
comprimento de onda A=325 nm B- Espectro de UV.

O espectro na regido do UV (Figura 31, B) mostra bandas de absor¢do de maior intensidade,
nos comprimentos de onda, (Amax = 298 e 325nm), caracteristicas de derivados de acido cindmico,
como o acido caféico e acido ferulico (Conkerton & Chapttal 1983) e tempo de retencdo semelhante
ao do padrdo de acido clorogénico (Aldrich), nas mesmas condices de analises. Estes resultados

confirmam que o componente majoritario na subfracdo PFFR3.3 é 0 5-O-(E)-cafeoilquinico (5-CGA,

Figura 32).
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Figura 32 - Estrutura quimica do &cido 5-O-(E)-cafeoilquinico.
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Em trabalho realizado por Freire et al. 2018 com Struthanthus marginatus (Lorantaceae) com
forte potencial anti-radicalar foram identificados o acido 3-trans-cafeoilquinico (3-trans-CGA) e 0s
isdbmeros 4-trans-CGA e 5-trans-CGA por cromatografia a gas (GC-EM) e por LC- DAD/EM/EM.
Neste trabalho foram publicados os dados espectrais na regiao do ultravioleta (Amax =298 nm e 325
nm) os quais mostraram as mesmas bandas de absorcdo observadas no espectro de UV para o
componente majoritario de PFFR3.3 identificado como o acido 5-O-(E)-cafeoilquinico.

Os componentes de PFFR3.2 e PFRR31 que também foram ativos (DPPH, Item 4.3.1) séo
misturas mais complexas de derivados do acido cindmico, conforme os dados dos espectros na regido
do UV obtidos por CLAE-DAD (dados ndo mostrados).

A subfracdo PP4, uma mistura, concentrou 0s compostos com atividade antifingica e ap6s
purificacdo em CLAE semi-preparativo (PP4.1-PP4.5) e analises por CLAE-DAD em escala analitica
forneceu PP4.1 com maior abundancia relativa (100%) e tempo de retencdo Tr = 49.846 min
registrado no comprimento de onda A=325nm (Figura 33). PP4. 1 ndo € o responsavel pela atividade

antifangica como mostrado na figura 24.
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Figura 33 - Perfil cromatografico (HPLC-DAD) da subfracdo PP4.1 A- Cromatograma em CLAE no
comprimento de onda A=325 nm. B- Espectro de UV.

4.7.2 Cromatografia liquida acoplada com espectrometria na regido do ultravioleta e de massas
(LC- DAD/MS/MS/ESI™)

A PP4 foi submetida a analise em LC-DAD/MS/MS/ESI* (Item 3.8.4). Os perfis
cromatograficos registrados nos comprimentos de onda A méx.= 250 nm e 315 nm e o cromatograma

de ions totais estdo representados na Figura 34.
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Figura 34 - Perfis cromatograficos (LC-DAD/MS/MS/ESI*) da subfracdo PP4. A - A= 254 nm, B — A= 315
nm, C — Cromatograma de ions totais (TIC).

Os perfis cromatograficos de PP4 nos comprimentos de onda A max. de 254 nme 315nme
os de ions totais (TIC) Figura 34, confirmam que PP4 é uma mistura de compostos com dados
espectrais diferentes conforme o comprimento de onda méaximo que foi registrado, os dados de
abundancia relativa e os dados do cromatograma de ions totais. A quantidade de dados gerados dessas

analises e os dados bioautograficos de PP4 (ltem 4.5.1) e PP4.1(ltem 4.5.2) mostraram que 0S
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compostos com atividade antifingica sdo os mais polares, com fator de retencdo (Rf=0,2; 0,33; 0,62).

Todos esses dados gerados nos permitiram selecionar os dois picos cromatograficos nos tempos de

retencdo de Tr=17,6 min e Tr =22,26 min (Figura 35).
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Os dados de LC/MS/MS (Figura 35) m/z=419 Da. e Tr=17.7 min com os dados de HSQC e
HMBC com massa molecular (M= 418 Da.) foi atribuido a formula molecular C22H270s. O espectro
MS? (Figura 35, B), apresentou o jon fragmento com 100% de abundancia relativa de m/z= 257 Da.
[256+H] e formula molecular C16H1703 compativel para a perda de uma unidade de hexose (419 Da.
— 162). Com base em dados de HSQC e HMBC (ANEXOS 1 e 2), foi proposta a estrutura do

poliacetileno glicosilado (Figura 36).
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Figura 36 - Estrutura proposta para o poliacetileno presente em PP4 com m/z [M+H]* = 419 Dae Tr =17.7
min. Formula molecular C2;H270g (M =418 Da). lon fragmento m/z=257 Da (100%) [M*- 162].

O pico cromatografico no Tr=22.6 min (Figura 35 C e D) e m/z [M+H]" = 567 Da. e férmula
molecular C31H34010 (M= 566 Da) foi atribuida ao poliacetileno com estrutura molecular proposta
na Figura 37. O espectro de MS?0 ion fragmento de m/z= 309 [308+H] com abundéancia relativa

de 100% e formula molecular C1sH1607 .
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Figura 37 - Estrutura proposta para o poliacetileno presente em PP4 com m/z [M+H]* =567 Da. e Tr =22.6
min C31H34010.
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4.8 Analises da subfracdo FFR4 com atividade anti-radicalar (DPPH)

A subfracdo FFR4 da coluna de fase reversa mostrou um grau de pureza de 31,1841% em Tr:

21.509 min e 24.4523% em Tr: 37.337 min no comprimento de onda A=352 nm (Figura 38).
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Figura 38 - Perfil cromatografico (HPLC — DAD) da subfra¢do FFR4 no comprimento de onda A=352 nm.

Quando purificada por CLAE semi preparativa como descrito no item 3.8.2 a subfracdo FFR4
apresentou cinco subfragdes (FFR4.1 — FRR4.5), dessas, foi selecionada a subfracdo de (FFR4.3)
para analise de tHRMN pois apresentou grau de pureza de 100% no Tr = 20.615 min no comprimento

de onda A= 254 nm (Figura 39).
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Figura 39 - Perfil cromatografico (HPLC — DAD) da subfra¢dao FFR4 no comprimento de onda A=352 nm.

Com base no espectro de UV e confirmado pela analise de tHRMN (ANEXO 3), a subfragio

FFR4.3 foi identificada como sendo o acido 3,4 — dicafeoilquinico (Figura 40).
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Figura 40 - Estrutura quimica do &cido 3,4 — dicafeoilquinico.

Santos et al. 2015 confirmou a acdo antioxidante do &cido clorogénico obtido de extratos
obtidos de flores de Calendula officinalis L, uma espécie do grupo Asteraceae.

Thien et al. (2017), em extratos de folhas de Bidens pilosa isolou dois novos, o 4-O-cafeoil-
2-C-metil-D-eritronato de metila e 0 4-O-metil-kanonina e sete compostos conhecidos sendo estes 0
3-O-cafeoil-2-C-metil-D-eritrono-1,4-lactona, 3,4-di-O-cafeoilquinato de metila, 4,5-di-O-
cafeoilquinato de metila, 5-O-E-cafeoilquinato de metila, metil-3,5-di-O-cafeoilquinato, jaceidina e
centaureidina.

B. pilosa é utilizada na medicina popular para o tratamento de diversas enfermidades tais
como inflamacdes, problemas digestivos, infeccdes, canceres, feridas, aléem de apresentar acéo
hepatoprotetora, antimalarica, anti-hiperglecemica, anti-hipertensiva, antileucémica e antibacteriana.
Em seus constituintes quimicos estdo presentes flavonoides, poliacetilenos, acidos p-cumaricos e

cafeioquinicos e sesquiterpenos (Bartolome et al. 2013, Bastos et al. 2016).
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5. Considerac6es Finais

O extrato etandlico de folhas de Bidens segetum (EEBs) foi preparado com folhas frescas,
congeladas e liofilizadas e sao ricos em compostos fenolicos e poliacetilenos como ja mostrado neste
trabalho e relatado na literatura.

O EEBs constitui uma matriz de alta complexidade, o que tornou dificil o fracionamento e a
purificacdo dos seus componentes para identificacdo e ensaios das atividades propostas.

Considerando os aspectos citados acima, duas subfracbes PFFR3.3 e PP4 foram obtidas das
fracOes FACOETt que foram obtidas por meio de extratos distintos e concentrou 0s compostos com as
duas atividades sendo 0 nosso material de estudo principal para avangarmos e atingirmos os objetivos
propostos, os quais foram bem definidos: isolar; purificar e identificar os compostos com atividade
antioxidante e antiflngica.

A forte atividade antifingica de PP4 estdo nos compostos mais polares dessa subfracdo e
estamos atribuindo aos poliacetilenos 1 e 2. A PP4.1 isolada da parte menos polar de PP4 e grau de
pureza 100% ndo foi ativa. Nos ensaios com as linhagens de células in vitro de melandcitos e
melanomas humano, que avalia o potencial antioxidante PP4 n&o foi ativa, 0 que era de se esperar
porque nos ensaios com DPPH néo se observou sequestro do radical livre DPPH.

A forte atividade anti-radicalar do 5-CGA, componente majoritario de PFFR3.3 com potencial
antioxidante, ndo indicou que esse polifenol seja um inibidor do anion superédxido para as linhagens
de células de melandcitos e melanoma humano.

Conclui-se que, as folhas de Bidens segetum sdo ricas em poliacetilenos e compostos
fendlicos. Os compostos detectados tém forte potencial anti-radicalar e antifungico e o seu estudo
continua sendo desafiador e o estudo da espécie B. segetum torna-se mais interessante para novos

estudos fitoquimicos e de atividade bioldgica que justifique a sua caracteristica de planta invasora.
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7. ANEXOS
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Anexo 1 - Espectro de *H-RMN (500 MHz, CHCIs) da subfracdo PP4.
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Anexo 2 - Dados de espectros bidimensionais (500 MHz, CHCI3) da subfra¢do PP4. A - HSQC; B- HMBC
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Anexo 3 - Espectro de *H-RMN (500 MHz, DMSO) da subfracdo FFR4.3 identificada como sendo o acido
3,4 — dicafeoilquinico.
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