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ABSTRACT

Verbesina macrophylla is used in folk medicine to treat infections, inflammation and fever. This work
aimed to evaluate the biological activity and phytochemistry of the species. Extracts in hexane, ethyl acetate
and ethanol from the leaves of V. macrophylla revealed, using the microdilution method, activity against
Gram positive bacteria (B. cereus, S. aureus, B. subtilis and M. luteus), with Inhibitory Concentration
Minimum (MIC) between 500 pg/mL and 7.81 pg/mL. Fractionation of the extract in ethyl acetate resulted
in 51 samples, all inactive for Gram-negatives. Four fractions showed activity against C. albicans and two
against A. niger, at a concentration of 1000 pg/mL. Analysis of NMR data from fraction 19-20 revealed the
presence of two isomers: (6-O-b-E-p-coumaroyl-4a-hydroxyeudesmane and 6-O-b-Z-p-coumaroyl-4a-
hydroxyeudesmane), active for all Gram positive bacteria, bactericidal for B. cereus and S. aureus, with
MIC between 2.5 and 3.9 pg/mL. The cytotoxicity test on red blood cells of the extracts showed slight
hemolysis only for the hexane extract. The kinetic study of microbial growth of the Vm F19-20 fraction
using the time-kill method revealed a dose-dependent effect for the B. subtilis strain.

Keywords: Verbesina macrophylla; medicinal plant; sesquiterpenes; herbal medicine.
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RESUMO

A Verbesina macrophylla é utilizada na medicina popular para tratar infec¢des, inflamacdes e febre. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a atividade bioldgica e a fitoquimica da espécie. Os extratos em hexano,
acetato de etila e etanol das folhas de V. macrophylla, revelaram, pelo método de microdiluicdo, atividade
contra bactérias Gram positivas (B. cereus, S. aureus, B. subtilis e M. luteus), com Concentracédo Inibitéria
Minima (CIM) entre 500 pg/mL e 7,81 pg/mL. O fracionamento do extrato em acetato de etila resultou em
51 amostras, todas inativas para as Gram-negativas. Quatro fracGes mostraram atividade contra C. albicans
e duas para A. niger, na concentragao de 1000 pg/mL. A andlise de dados de RMN da fragdo 19-20 revelou
a presenca de dois isbmeros: (6-O-b-E-p-coumaroyl-4a-hydroxyeudesmane e 6-O-b-Z-p-coumaroyl-4a-
hydroxyeudesmane), ativa para todas as Gram positivas, bactericida para B. cereus e S.aureus, com CIM
entre 2,5 e 3,9 ug/mL. O ensaio de citotoxidade em hemacias dos extratos apontou ligeira hemdlise apenas
para o extrato hexanico. O estudo de cinética do crescimento microbiano da fragdo Vm F19-20 utilizando
0 método time-kill revelou efeito dose-dependente, para a cepa B. subtilis.

Palavras-chave: [1-5] Verbesina macrophylla; planta medicinal; sesquiterpenos; fitoterapico.

INTRODUCAO

As doencas infecciosas continuam sendo a principal causa de morbidade e
mortalidade no mundo. O uso indiscriminado, sem orientacdo médica ou farmacéutica,
de antibidticos pela populagdo tem contribuido para a selecdo dos microrganismos mais
resistentes que surgem na natureza (Maddila e Hemalatha 2017).Substancias obtidas de
espécies nativas do Brasil, que apresentem atividade antimicrobiana e baixa toxicidade,
podem se tornar uma alternativa viavel para a prospeccdo de componentes quimicos que
possam aumentar o arsenal disponivel para o controle de infec¢es microbianas (Costa et
al. 2005).

As propriedades curativas dos constituintes das plantas advém do sistema de
defesa das mesmas, que é capaz de gerar compostos com variadas estruturas moleculares
(Praddepa et al. 2014). De forma que o reino vegetal é uma inspiracdo para 0
desenvolvimento de novas drogas (Newman e Cragg 2012), que podem fornecer
substancias com variados efeitos farmacolégicos (Wang et al. 2011; Yang et al. 2017).

As plantas da familia Asteraceae sdo conhecidas pela agdo antimicrobiana, anti-
inflamatdria, antiprotozoario e analgésico (Lorenzi e Matos 2021; Martinez et al. 2020).
O género Verbesina um dos maiores da familia Asteraceae com cerca de 300 espécies
(Karis e Ryding1994), tem sido amplamente utilizado na medicina tradicional para o
tratamento de diversas enfermidades (Mora et al. 2013). A espécie Verbesina

macrophylla por exemplo possui indicagdo popular no tratamento de infeccdes,
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problemas renais e febre (Bohlmann et al. 1980). Dessa espécie ja foram isolados
terpenos, monoterpenos e sesquiterpenos (Bohlmann et al. 1980; Maia et al. 2011,
Bezerra et al. 2018; De Veras et al. 2021). Segundo Lorenzi e Matos (2021), os terpenos
sdo 0s principais responsaveis pelos efeitos antisséptico, anti-inflamatério, antipirético.

Diante do exposto, pode-se afirmar que a investigacdo de compostos terapéuticos
alternativos oriundos de plantas medicinais € uma necessidade. Assim, o presente estudo
teve como objetivo de avaliar a atividade antimicrobiana, a toxicidade e tracar perfil
quimico dos componentes ativos.

Material e métodos
Coleta do material vegetal

O material botanico, (folhas) de Verbesina macrophylla (Cass.) Blake foi coletado
em agosto de 2021 no municipio de Alagoinhas — Bahia, em area da Universidade do
Estado da Bahia (UNEB) — Campus Il. A identificacdo foi realizada pela taxonomista
professora Dra. Gracineide Selma Santos de Almeida. Uma exsicata da espécie coletada
fora preparada e tombada no Herbario HUNEB da Universidade do Estado da Bahia sob
0 nimero de registro N° 14858.

Preparacao do material vegetal

As folhas foram desidratadas em estufa com ar circulante a uma temperatura
média de 40°C durante cinco dias, ap6s a completa secagem foram trituradas. O material
vegetal foi submetido a extracdo a frio usando hexano, acetato de etila e etanol em ordem
crescente de polaridade. As solucdes extrativas foram filtradas e concentradas com o
auxilio do evaporador rotativo a temperatura média de 45°C. Ap6s a completa evaporacao
dos solventes foram obtidos os extratos brutos hexanico, acetato de etila e etandlico.
Analises cromatogréficas

O fracionamento do extrato em acetato de etila se deu através de cromatografia
em coluna empregando como fase estacionaria Silica Gel 60 (MACHEREY — NAGEL)
(particulas com 0,063-0,2mm/ 70-230 mesh) e para a fase mdvel os solventes hexano,
acetato de etila e metanol de forma isolada ou em sistemas com gradiente crescente de
polaridade.

A Cromatografia em Camada Delgada Analitica (CCDA) foi empregada para a
analise das fracdes obtidas por Cromatografia em Coluna (CC). Essas cromatografias
foram realizadas em placas de vidros. A fase fixa foi preparada com suspenséo de Silica
Gel 60 (MACHEREY — NAGEL) p/TLC, UV 254 nm, em agua destilada. Apds o preparo

as cromatoplacas secaram ao ar livre e foram ativadas em estufa a 120°C por duas horas.
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As revelacOes das substancias nas cromatoplacas foram realizadas através da
exposi¢do a lampada de radiag8o ultravioleta em dois comprimentos de onda (254 e 366
nm) em aparelho Mineralight, modelo UVGL — 58 e por impregnacdo das placas em
camaras saturadas por vapores de iodo.

Caracterizacao estrutural dos constituintes quimicos

Para a obtencdo dos espectros de RMN foram utilizados espectrometros
VARIAN-NMR-SYSTEM 500 MHz. O solvente empregado para a dissolucdo das
amostras foi o Cloroférmio Deuterado (CDCly).

Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J) em Hz. A diversidade dos sinais em RNM 1H foi esbocada
segundo a convencao: s (simpleto), sl (simpleto largo) d (dupleto), dd (duplo dupleto), t
(tripleto) e m (multipleto).

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Os extratos em hexano, acetato de etila, etanol e as fragdes oriundas do extrato em
acetato de etila foram testados contra cepas de bactérias Gram-positivas (Bacillus subtilis
ATCC 6633, Micrococcus luteus ATCC 1024, Bacillus cereus CCT 0096 e
Staphylococcus aureus ATCC 6538) e bactérias Gram-negativas (Escherichia coli ATCC
94863 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 25619). Cepas de isolados fangicos clinicos de
(Aspergillus niger ATCC 16404, Candida glabrata ATCC 00720 e Candida albicans
ATCC 18804), obtidos da American Type Culture Collection e Colecdo de Culturas
Tropical. O meio de cultivo empregado para as bactérias foi o Nutriente Broth e para os
fungos Caldo de levedura e Malte/Caldo de Malte. A suspensdo microbiana foi preparada
de acordo com a turbidez de uma solucéo de Sulfato de Bario (BaSQOa), correspondente a
0,5 na escala de McFarlend, e diluida em meio de cultivo.

O método utilizado para a realizacdo dos ensaios de atividade antimicrobiana foi
a técnica de microdiluicdo em caldo, em Placas de Elisa de 96 pogos, seguindo as
diretrizes do Clinical and laboratory standards institute (CLSI) (Cockerill et al. 2012). A
solugdo estoque de cada extrato, foi preparada em uma concentragdo de 2000 pg/mL em
Dimetil Sulféxido (DMSO) a 20% v/v. Todos os testes foram em ftriplicata, entre as
concentragdes de 500 e 3,9 pg/mL. Como controle positivo foram utilizados o antibidtico
Cloranfenicol para as bactérias e ciclopiroxolamina 500 pg/mL para os fungos. O DMSO
a5 % v/v em agua destilada foi utilizado como controle negativo.

As placas foram incubadas por 24/48 h a 37°C para as bactérias e fungos,

respectivamente. A concentracao inibitéria minima (MIC) foi interpretada como a menor
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concentracdo do agente antimicrobiano que inibiu completamente o crescimento dos
microrganismos nos poc¢os, conforme detectado a olho nu, observando a turvacdo dos
pogos (Cockerill et al. 2012), bem como através do teste do MTT [3-(4,5-dimetiltiazol- -
2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina (Mosmann1983).

Teste de citotoxidade com hemacias

A determinacéo da atividade hemolitica foi realizada conforme a metodologia da
Farmacopeia Brasileira (2010). Os extratos em Hexano e Acetato de Etila foram testados
nas concentracdes de: 10, 100 e 1000 pg/mL, a uma suspensdo a 2% com sangue de
carneiro desfibrilado (Laborclin ®). O grau de hemolise foi qualitativamente avaliado
pelo tom avermelhado no sobrenadante obtido apds centrifugacdo. Foram atribuidos
simbolos a intensidade de hemolise, onde uma cruz (+) indica ligeira hemolise, duas (++)
significativa hemolise e trés (+++) indica que houve hemdlise intensa. Nesse ensaio foi
utilizada agua destilada como controle positivo enquanto solucdo salina e
dimetilsulféxido (DMSQO) como controle negativo.

Cinética do crescimento microbiano (time-kill).

Os procedimentos realizados neste experimento, foram de acordo a metodologia
descrita por Klepser et al. (1998). Os dados obtidos foram para B. subtilis com base nas
unidades formadoras de colbnias (UFC), para a fragdo Vm-F19-20, nas concentracdes de
10, 100, e 1000 pg/ml/24 h. A curva de cinética de crescimento microbiana foi plotada
pelo log10 UFC/mL em funcdo das concentracfes. Os dados obtidos foram tratados no

software GraphPadPrism 5.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Atividade antibacteriana

A Tabela 1 mostra que os extratos em hexano e acetato de etila foram ativos contra
as cepas de bactérias Gram positivas: Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis e Micrococcus luteus com concentragdes inibitorias minimas que variaram entre
500 pg/mL e 31,25 pg/mL. Quanto ao extrato etanolico, seu efeito pdde ser observado
frente B. cereus e B. subtilis em uma concentracdo de 500 pg/mL, e contra a Gram-
positiva Micrococcus luteus, com CIM de 7,81 pg/mL. Os microrganismos que
apresentaram suscetibilidade a estes extratos sdo potencialmente patogénicos ao homem
e tidos como agentes responsaveis por quadros infecciosos comuns. Segundo a
classificacdo de Aligianis et al. (2001) os trés extratos testados possuem uma forte

inibicdo frente as bactérias que apresentaram sensibilidade aos mesmos.
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Tabela 1. Atividade antibacteriana dos extratos em hexano, acetato de etila e etanol das folhas
de Verbesina macrophylla (Vm).

Grupo Espécies CIM dos Extratos (ug/mL) Controle
Hexano EtOAC Etanol Cloranfenicol
B. cereus 125 62,5 500 3,9
S. aureus 250 500 > 500 3,9
Gram- B. subtilis 125 31,25 500 3,9
positivas M. luteus 125 31,25 7,81 3,9
Gram- P. aeruginosa >500 >500 >500 125
negativas

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

(ug) Microgramas; (mL) mililitros; (>) maior que; (EtOAC) acetato de etila.

Os resultados encontrados neste trabalho, corroboram com os dados relatados por
De Veras et al. (2021), para o 6leo essencial das folhas de V. macrophylla frente a S.
aureus, com CIM de 512 pg/mL, enquanto neste estudo os valores variaram entre 500
pg/mL para o extrato em etanol e 250 pg/mL em hexano. Em consonéncia a esses dados,
outras espécies do género Verbesina também apresentaram atividade frente S. aureus: V.
negrensis (Mora et al. 2015) e V. encelioides (Toribio et al. 2005; Toribio et al. 2012). A
auséncia de inibicdo do crescimento das bactérias P. aeruginosa e E. coli quando expostas
aos extratos vegetais testados, pode ser explicada segundo Contrucci et al. (2019), pela
menor susceptibilidade das bactérias Gram-negativas a acdo dos antimicrobianos, o que
evidencia um grande desafio para a sadde coletiva.

Atividade Antifangica
Os extratos brutos em hexano, acetato de etila e etanol testados contra fungos

oportunistas de importdncia clinica ndo apresentaram potencial antifingico em
concentragdes até 500 pug/mL.

Né&o foram encontrados na literatura registros da atividade antifungica de extratos
brutos de Verbesina macrophylla, para que fossem comparados com o presente estudo.
No entanto, De Veras et al. (2021), descrevem que o 6leo essencial de V. macrophylla
possui atividade antifungica frente Candida albicans, relatando a presenca de substancias
tais como germacreno D, biciclogermacreno e cariofileno constituindo o éleo essencial.
Dados da literatura revelam uma variedade de extratos vegetais com agéo anti-Candida,
de plantas pertencentes a familia Asteraceae (Guarim Neto e Morais 2003).

Fracionamento cromatografico do extrato acetato de etila proveniente de Verbesina
macrophylla.
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O extrato acetato de etila (EtOAc) demonstrou consistente atividade
antibacteriana no ensaio bioldgico preliminar, conforme pode ser ilustrado na Tabela 1,
também apresentou o maior rendimento quando comparado aos demais extratos
produzidos, rendeu 18,95 gramas, enquanto o hexanico pesou 8,41g e o etandlico 2,35 g.
Esses dados fundamentaram a escolha do extrato EtOAc para que fosse realizado o
fracionamento cromatografico. O fracionamento resultou em 51 amostras, que foram
analisadas através da técnica de cromatografia em camada delgada (CCD). As fracdes
que apresentaram o0 mesmo deslocamento quimico (RF) em CCD foram agrupadas
(Tabela 2).

Tabela 2: Dados do fracionamento cromatografico do extrato acetato de etila obtido de
Verbesina macrophylla.

Fracdo (Vm) mg Fracao Mg
F1 72,7 F33 16,3
F2-6 196 F34 10,2
F7-9 2034 F35 8,5
F10 230 F36 9,0
F11-12 1328 F37 8,9
F13-14 453,2 F38 8,4
F15- 16 376 F39 11,0
F17 - 18 17441 F40 10,6
F19 - 20 1841 Fal 12,2
F21 - 22 736,4 F42 10,8
F23 - 24 698,6 F43 127,2
F25 356,4 Fa4 1914,8
F26 1325,7 F45 237,8
F27 534 F46 24,9
F28 137,1 F47 8
F29 36,4 F48 3,9
F30 21,4 F49 35
F31 21,3 F50 2,3
F32 14,8 F51 1,6

(VM) Verbesina macrophylla; (F) Fracdo; (mg) miligrama.

Atividade antibacteriana das fragdes
Assim como no extrato bruto a acdo antimicrobiana das fracdes (Tabela 3) se

manifesta somente contra as bactérias Gram-positivas. Sendo M. luteus a bactéria mais
suscetivel, pois 17 fragGes inibiram seu crescimento. Os microrganismos B. cereus e B.
subtilis foram sensiveis a 11 fracGes, enquanto S. aureus apenas a trés. Seguindo o critério
de classificacdo de CIM proposto por Webster et al. (2008), esse valor é considerado

satisfatorio.
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Tabela 3: Atividade antibacteriana das fracGes do extrato acetato de etila, da Verbesina
macrophylla (1000 pg/mL).
Fragdo (Vm) Gram-positivas

B.cereus S. aureus B. subtilis M. luteus

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

F10 + - + +

F11-12 + - + +

F13-14 + - + +

F15- 16 + - + +

F17-18 + + + +

F19 - 20 + + + +

F21-22 + - + +

F23-24 + - + +

F25 + - + +
F26 + - - +
F27 - - - +
F28 - - - -
F29 - - - +
F30 - - - -
F31 - - - +
F32 - - + -
F33 - - - +

(Vm)Verbesina macrophylla; (ng) Microgramas; (mL) mililitros;(F) fracdo;(+) presenca de atividade; (-)
auséncia de atividade.

Como mostra a Tabela 3, as primeiras fracbes foram as mais ativas, esse fato
indica que os componentes responsaveis pela acdo antimicrobiana podem ser extraidos
em baixa polaridade. As fragdes mais polares, a partir de F34, ndo apresentaram atividade.
Todas testadas para 1000 pg/mL.

De acordo Bresciania et al. (2004), e Carvalho et al. (2001), solventes apolares
como 0 hexano possibilitam a extracdo de grupos esterdides (estimagmasterol,
sistosterol), cumarinicos, ésteres do é&cido oleandico, lactonas sesquiterpénicas e
terpendides (acidos cauranicos). Nesse sentido vale ressaltar que alguns desses grupos ja
foram relatados em estudos fitoquimicos da espécie Verbesina macrophylla. Além disso,
a literatura cientifica menciona, que diversos microrganismos sao inibidos pela atuagédo
de terpenos, cujo mecanismo de acdo dessa atividade ndo esta completamente elucidado,
no entanto acredita-se que a ruptura da membrana celular por compostos lipofilicos pode
estar envolvida nesse processo (Cowan1999; Dorman e Deans 2000; Wilkens 2002).

N&o foi observada acdo antimicrobiana contra as bactérias Escherichia coli e

Pseudomonas aeruginosa. Esse fato pode ser justificado em virtude da membrana externa
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das bactérias Gram-negativas apresentarem uma barreira a penetracdo de muitas
moléculas de antibioticos, e o espaco periplasmatico englobar enzimas, que tem
capacidade de lisar moléculas estranhas inseridas neste espaco (Duffy e Power 2001;
Sartori et al. 2003).

Concentracdo inibitoria minima (CIM) das fracdes ativas Vm-F17-18 e Vm-F19-20
A Tabela 4 demonstra os resultados da Concentracdo Inibitéria Minima

encontrada para as fracbes Vm-F17-18 e Vm-F19-20 de Verbesina macrophylla, frente
cepas bacterianas Gram-positivas. Essas fragcdes apresentam nos espectros de RMN de H*
um padrdo semelhante, com maior grau de pureza para F19-20 e mesmo grau de inibigéo
da atividade antimicrobiana, para as Gram positivas, com CIM variando entre 2,5 e 3,9
pug/mL. Para S. aureus e B. cereus, o resultado superou a atividade do antibiotico padréo
utilizado no teste.

Tabela 4: Concentragdo inibitdria minima (CIM) em ug/mL das fragdes ativas Vm-F17-18 e
Vm-F19-20, obtidas do extrato acetato de etila, oriundo de Verbesina macrophylla
frente a bactérias Gram-positivas.
CIM das Fragdes Ativas (pg/mL)

Grupo Espécies F17-18 F19-20 Controle Cir
B. cereus 25 25 3,9
S. aureus 25 25 3,9
Gram-positivas B. subtilis 3,9 3.9 3.9
M. luteus 3,9 3,9 3,9

(ng) Microgramas; (mL)mililitros;(>) maior que; (Clr)Cloranfenicol.

Estes resultados corroboram com dados de estudos realizados anteriormente para
outras espécies da familia Asteraceae, onde as fracGes mais apolares mostraram atividade
contra bactérias Gram positivas (De Abreu e Onofre 2010; De Matos 2001; Da Silva et
al. 2002).

Através da analise dos dados de RMN das fragbes Vm-F17-18 e Vm-F19-20
(Tabela 6) foi possivel sugerir que 70% da composi¢éo, de cada uma das fracGes, é do
terpeno 6-0-b-E-p-coumaroyl-4a-hydroxyeudesmane (Vm A), anteriormente relatado
por Bohlmann et al. (1980), e depois por Maia (2011), e 25 % pelo composto 6-O-b-Z-p-
coumaroyl-4a-hydroxyeudesmane (Vm B) (Figura 16), descrito antes apenas por Maia
(2011). Assim, esse é o segundo relato dessa substancia na espécie Verbesina
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macrophylla e o terceiro de seu isolamento na literatura. Anteriormente o composto havia
sido isolado apenas da espécie Verbesina virginica (Xu et al. 2010).

Sendo assim pode-se afirmar que esses metabolitos secundarios sdo 0s
responsaveis pela acentuada atividade antibacteriana observada. Esse estudo corrobora
com os dados da literatura, que expdem outras substancias ja isoladas de espécies da
familia Asteraceae que apresentaram atividade biologica. Al-Dabbas et al.(2005)
estudando o extrato acetato de etila das partes aéreas inteiras de Varthemia iphionoides
(Compositae), relatou o isolamento deum sesquiterpeno eudesmano (acido selina-
4,11(13)-dien-3-on-12-6ico) que exibiu uma potente atividade antibacteriana contra
(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Bacillus
cereus e Salmonella enteritidis); dez lactonas sesquiterpénicas foram isoladas das partes
aéreas de Centaurea spinosa, sendo observado a atividade antimicrobiana contra
bactérias Gram-positivas (Saroglou et al. 2005); substancias isoladas de Epaltes mexicana
Less. inibiram o crescimento de bactérias Gram-positivas e negativas (Kato 1996).

AvaliagBes da atividade antimicrobiana como bactericida ou bacteriostatica
(Walsh 2003), feitas a partir de aliquotas de po¢os que apresentaram inibicdo inoculadas
em placas com agar Muller, mostram que as fracdes foram bactericidas para Bacillus
cereus e Staphylococcus aureus e bacteriostatica para Bacillus subtilis e Micrococcus
luteus.

Atividade antifungica das fragdes

Na Tabela 5 estdo apresentados os resultados obtidos para a atividade antifingica
das fragbes de V. macrophylla. E notavel que o fungo leveduriforme Candida glabrata
foi a Gnica cepa fungica ndo suscetivel a nenhuma das fracdes testadas. Vm-F1 e Vm-F2-
6 apresentaram atividade frente C.albicans e A. niger, enquanto Vm-F7-9 e Vm-F10
foram ativas apenas para C. albicans. A inibicdo das fracGes € considerada satisfatoria
(Webster et al. 2008). As demais (Vm-F11... Vm-F47) n&o inibiram o crescimento dos

fungos em uma concentragdo de 1000 pg/mL
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Tabela 5: Atividade antifungica das fracGes do extrato acetato de etila da Verbesina
macrophylla (1000 pg/mL)

Fracéo Leveduriformes Filamentoso
Candida albicans Candida glabrata Aspergillus niger
F1 - - +
F2-6 + - +
F7-9 - - -
F10 + - -

(F) fracdo; (+) presenca de atividade; (-) auséncia de atividade.

O aparente contraste entre a atividade antifungica das fracdes, em relacdo ao
extrato bruto estd em consonancia com o raciocinio de Cechinel Filho et al. (2001), e
Malheiros et al. (2001), no extrato bruto, uma mistura complexa, componentes ativos
podem estar em menor proporc¢ao ou sofrerem acao de antagonistas no meio.

Outra importante observacdo a ser feita é que dentre todas as fracbes testadas,
apenas quatro fracbes apresentaram atividade antifingica, enquanto 12, demonstraram
acdo antibacteriana. Ao comparar esses resultados, constata-se que o nimero de fracoes
ativas para as bactérias € trés vezes maior que para os fungos. Essa discrepancia pode ser
observada também no caso de drogas antimicrobianas ja disponiveis no mercado (Silva
2016; Goes 2009).

Os dados de RMN de H?! dessas fragOes ativas contra os fungos sdo sugestivos
para componentes do tipo acido graxo. Diversos &cidos graxos sdo conhecidos por
apresentar propriedades antimicrobianas (Kabara 2008). No entanto, esse estudo relata
pela primeira vez a atividade antifungica de &cidos graxos presentes em Verbesina
macrophylla.

Os resultados obtidos nesse trabalho estdo e acordo com dados encontrados na
literatura. Cantuaria (2018), identificou em Eremanthus erythropappus (DC) MacLeish
(Asteraceae) especificamente na fracdo hexanica, compostos que pertencem a classe dos
acidos e dos ésteres de acidos graxos, responsaveis por uma proeminente atividade
antifangica. Moreno et al. (2013), avaliou o acido palmitico, frente a cepa Candida
albicans, e obteve uma CIM de 500 ug/mL para esta molécula. Outros trabalhos também
ja associaram acidos graxos a atividades antifangicas (Da Cunha 2006; Singh et al. 2002;
Kim et al. 2003; Sacchetti et al. 2005).
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Citotoxidade em hemacias dos extratos em Hexano e Acetato de Etila

A toxicidade dos extratos sobre as hemacias, hemolise (+) foi observada apenas
para o extrato hexanico, em sua maior concentragdao (1000 pg/mL). N&o foram
encontrados na literatura, dados sobre a atividade citotoxica em extratos vegetais de
Verbesina macrophylla, no entanto, o estudo do 6leo essencial desta espécie realizado por
De Veras et al. (2021), demonstrou que em todas as concentraces testadas houve
seguranga para seu uso como droga, sendo a hemolise inferior a 5%.

Outros achados em relacao a extratos de espécies com propriedades terapéuticas
pertencentes a familia Asteraceae demonstraram ndo serem toxicos nos modelos
utilizados: Dasyphyllum tomentosum (Spreng.) (Paula et al. 2014); Praxelis clematidea
(Pereira 2022); Baccharis dracunculifolia (Da Silva Filho et al. 2009) Arctiumlappa,
Mikaniaglomerata (De Haro Moreno 2018).

A seguranca toxicologica é imprescindivel e deve superar o potencial biologico
e/ou farmacoldgico, dos extratos ou compostos obtidos dos vegetais, sendo a atividade
hemolitica um importante indicador da impossibilidade de sua aplicacdo. Sendo assim 0s
extratos em hexano e acetato de etila de Verbesina macrophylla apresentaram seguranca
toxicoldgica, tendo expressado ligeira hemolise, apenas na maior concentracdo testada
para o extrato hexanico.

Efeito da fracdo Vm-F19-20 sobre a cinética do crescimento microbiano (time-Kkill)

A avaliacdo da cinética de morte de F19-20 sobre a cepa do Bacillus subtilis
mostra uma relacdo dose dependente (Grafico 1). Apresentando 1C50 de 9,9 mg /mL, para
um periodo de 24h.

Ndo foram encontrados na literatura estudos que avaliaram parametros de
crescimento microbiano relacionado a eficiéncia antimicrobiana de um extrato bruto ou
fracédo extraida de Verbesina macrophylla. Apesar da escassez de dados para a esse tipo
de estudo, o resultado do teste mostra-se promissor, uma vez que existe a possibilidade
de em associagdo com um antibidtico padréo a atividade antibacteriana ser potencializada.

Nesse contexto, é relatado por Stefanovic et al. (2012), que substancias diferentes
combinadas aumentam as chances de conter uma infeccéo, e que a utilizagéo de extratos

de espécies vegetais bioativas, derivados semissintéticos e substancias puras isoladas
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ampliam a eficacia in vitro de antimicrobianos empregados contra uma diversidade de
microrganismos.

Dutra (2016), demonstrou em seus estudos que combinagfes dos extratos
metanolicos de P. granatum, P. guajava e A. occidentale associados a antibioticos
padronizados apresentaram uma potencializacdo do efeito antimicrobiano contra a
bactérias Gram-positivas, sugerindo uma a¢do sinérgica entre eles.

Diante dessa possibilidade, e dos resultados promissores obtidos no teste pode-se
sugerir que novos estudos da fracdo Vm-F19-20 de Verbesina macrophylla, devem ser
realizados.

Caracterizacao dos constituintes quimicos da Verbesina macrophylla (F19-20)

O espectro de RMN H1 (Fig.1) da fragdo Vm-19-20 apresenta um conjunto de
sinais, caracteristicos da presenca de componente aromatico e de dupla olefinica como
parte estrutural dos constituintes moleculares, localizados entre 6 5, 80 e 7, 65 ppm. Entre
eles observa-se que ha uma diferenca de intensidade. A integracdo dos sinais revelou que
0 componente majoritario corresponde a aproximadamente 70% da amostra,
caracterizada pelos seguintes sinais: 7,65 (d) integrando para 1H( 16,0 Hz); 7,45 (d),
integrando para dois H (8,5 Hz); 6,87d (8,5Hz, 1H); 6,32 d (16,0 Hz); 5,87 sl e o de menor
proporcao, proximo de 30%, pelos sinais: 7,73 d, integrando para 1H(12,0 Hz); 6,88 (d),
integrando para dois H (8,5 Hz); 6,84d (8,5Hz, 1H); 5,80 d (12,0 Hz); 5,81 sl. Na regiéo
de menor protegdo entre 3 0,88 ¢ 1,82 um conjunto de sinais caracteristicos de hidrogénios
metilicos, metilénicos e metinicos que sugerem a presenca de um grupamento com

esqueleto terpénico.



CLIUM.ORG | 725

Fig.1 Espectro de RMN de H!* da fracdo (Vm-F19-20) do extrato em acetato de etila de
Verbesina macrophylla (Vm). Os dados espectrais foram adquiridos em
espectrometro Varian INOVA 500, operando a 500 MHz para o H! e a 125 MHz
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No espectro de RMN C*3* (125 MHz, CDCls) (Fig. 2), verificou-se a presenca de
56 sinais. Os quais, em comparacdo com espectro de DEPT (Fig.3), permitiram
determinar a presenca de 11 sinais referentes a carbonos ndo hidrogenados, 11 de

carbonos metinicos, 13 metilénicos e 07 metilicos.

Fig.2 Espectro de RMN de C**da fracdo (Vm-F19-20) do extrato em acetato de etila de
Verbesina macrophylla (Vm). Os dados espectrais foram adquiridos em
espectrometro Varian INOVA 500. Operando a 125 MHz.
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Fig.3 Espectro de RMN de DEPT da fragdo (Vm-F19-20) do extrato em acetato de etila de
Verbesina macrophylla (Vm). Os dados espectrais foram adquiridos em espectrémetro
Varian INOVA 500. Operando a 125 MHz.

VerticalScaleFactor =

116 080

20

130.286

5
i
714520
69.257
—56.882

145 496

ensiy

Mormalized Int
=
@
—133.003

T B8T746

-0.5-

T
[ e—

[
@
8

ghber©

5975

e ey T e e e L e e e e :
152 144 136 128 120 112 104 26 88 80 72 84 56 48 40 32 24 16 8 0
Chemical Shift (pom)

A anélise dos dados da Tabela 6, juntamente com as correlacdes observadas nos
espectros de HSQC / HMBC (Fig. 4 e 5, respectivamente) e pela compara¢do com a
literatura (Tabela 6), (Bohlman et al. 1980; Xu et al. 2010) permitiram sugerir que a fracao
Vm-F9-20 se trata de uma mistura dos isdmeros 6-O-B-E-p-cumorail-4a-
hidroxieudesmano (Vm-A), com aproximadamente 70% e do 6-O-p-Z-p-cumorail-4a-
hidroxieudesmano (Vm-B) com aproximadamente 30% (F. 6).
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Fig.4 Espectro de RMN de HSQC da fracdo (Vm-F19-20) do extrato em acetato de etila de
Verbesina macrophylla (Vm). Os dados espectrais foram adquiridos em
espectrémetro Varian INOVA 500. Operando a 125 MHz.
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Fig.5: Espectro de RMN de HMBC da fracdo (F19-20) do extrato em acetato de etila de
Verbesina macrophylla (Vm). Os dados espectrais foram adquiridos em
espectrémetro Varian INOVA 500. Operando a 125 MHz.
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Tabela 6: Dados espectrais de RMN de H!, C**e HMBC dos componentes da fragdo (Vm-F19-
20) do extrato em acetato de etila de Verbesina macrophylla (Vm) em comparacao
com dados da literatura

Sample data (Bohlmann 1980) / (Xu et al.
2010).

A B A B
C |Cc1 H* c® H* cr® |H c®
1 |4519 [157 45.19 45.5 45,5
2 |19.86 1.86 19.84 20.1 20.1
3 |43.04 1.72 43.04 43.9 |1.69 43.9
4 |72.56 7275  |------ 727 |- 72.7
5 156.80 1.44m 56.74 1.37 57.1 143 m 57.1
6 169.18 5.86 br 68.66 68.9 |5.86 br 68.9
7 149.88 1.11 49.85 50.1 50.1
8 [21.12 1.48 21.01 21.2 21.2
9 |43.56 1.44 43.56 43.3 43.3
10 | 34.77 3483 |------ 350 |[---—--- 35.0
11 128.90 1.44m 28.63 288 |1.43m 28.8
12 121.33 0.90d 21.23 215 ]0.92d 21.5
13 121.18 0.89d 21.12 214 10.90d 21.4
14 120.69 1.15s 20.65 208 |1.16s 20.8
15 |24.46 1.20s 24.37 24.5 1.19s 24.5
1' [169.15 |---- 167.80 |------ 168.0 |------ 168.0
2' 111485 |6.30d[16.0Hz] |[115.16 |5.78d[12.0Hz] [1154 |6.31d 1154
3' 14590 |7.65d[16.0Hz] |145.70 |6.86d[12.0Hz] [146.1 |7.65d 146.1
4' 1126.20 |--- 126.49 |----- 126.5 |------ 126.5
5 [116.02 |7.44d[8.5Hz] 115.16 |7.72[8.5Hz] 1159 |[7.46d 115.9
6' 1130.20 |6.88d [8.5H7] 132.91 |6.85[8.5HZ] 133.2 [6.85d 133.2
7' |158.84 |---- 157.83 |----- 157.8 |----- 157.8
8' 1130.20 |6.88d [8.5H7] 132.91 |6.85[8.5H7] 133.2 [6.85d 133.2
9' [116.02 |7.44d[8.5Hz] |115.16 |7.72[8.5Hz] 1159 [7.46d 115.9

Fig. 6: Componentes majoritarios da fracdo (F19-20) do extrato em acetato de etila de

Verbesina macrophylla (Vm).
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CONCLUSAO

Os extratos da Verbesina macrophylla apresentaram atividade apenas contra
bactérias Gram-positivas. O Fracionamento do extrato em acetato de etila permitiu revelar
a presenca de constituintes com atividade antifingica nas fraces de menor polaridade e
a separacdo de um mistura dos isémeros, ja descritas na literatura, a (6-O-b-E-p-
coumaroyl-4a-hydroxyeudesmane e 6-O-b-Z-p-coumaroyl-4a-hydroxyeudesmane), que
se revelaram com um bom potencial bactericida para Bacillus cereus e Staphylococcus
aureus com dose de inibicéo inferior ao do clorofenicol, e bacteriostatico para Bacillus
subtilis e Micrococcus luteus. O potencial antimicrobiano revelado pelos extratos e sua

baixa toxicidade justificam a continuidade dos estudos com essa espécie.
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