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RESUMO

Espécies do género Bidens, familia Asteraceae, sdo empregadas na medicina popular para o
tratamento sintomatico de infecgdes com possiveis causa de infecgdes virais. Dentro deste
contexto, o presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial antiviral de extratos etandlico da
especie Bidens pilosa. Adicionalmente, foi realizado o fracionamento do extrato por parti¢éo
liquido-liquido e a fracdo em acetado de etila foi refracionada empregando peneira molecular
(Sephadex LH20®). A caracterizacdo quimica de extratos e fracOes foi realizada por prospecgio
fitoquimica empregando Cromatografia em Camada Delgada (CCD) aliada a reveladores seletivos
e por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a um espectrometro de massa de alta
resolucdo (CLUE-UV-EM). A prospeccdo fitoquimica revelou a presenca de metabdlitos
secundarios da classe dos terpenos (triterpenos e esteroides) e compostos fendlicos, como
flavonoides. As analises por CLUE-UV-EM confirmou a presenca de flavonoides sendo
identificados flavonoides das subclasses flavonol, auronas e chalconas. Nos ensaios bioldgicos que
avaliaram a atividade citotoxica e antiviral de extratos e fracbes empregou-se 0 método
colorimétrico do MTT. Nos ensaios de toxicidade empregou-se as linhagens de células MRC-5
(Fibroblasto de pulm&o humano) e Vero (Rim de macaco verde africano). A atividade antiviral foi
avaliada contra os arbovirus Zika, Chikungunya e Mayaro. O extrato etandlico da Bidens pilosa
mostrou-se moderadamente citotdxico, mas com atividade significativa contra o Zika-virus,
Chikungunya-virus e Mayaro-virus, com CEso de 84,71 + 3,08, 182,30 + 5,31, 145,80 + 2,85
pg/mL respectivamente. Adicionalmente, a fracdo em acetato de etila também demonstrou
atividade contra os virus Zika e Mayaro com CEso de 150,80 + 2,20, 265,30 + 1,54, 176,50 + 1,97
pg/mL. O fracionamento por Sephadex levou a obtencdo de 7 fracGes das quais a fragdo GV-07
demonstrou ainda melhor atividade contra os virus Zika e Mayaro com CEso de 45,53 + 1,93 e

27,58 £ 2,82 pg/mL respectivamente.



ABSTRACT

Species of the genus Bidens, family Asteraceae, are used in folk medicine for the symptomatic
treatment of infections with a possible cause of viral infections. Within this context, the present
study aimed to evaluate the antiviral potential of ethanolic extracts from the species Bidens pilosa.
Additionally, the extract was fractionated by liquid-liquid partition and the ethyl acetate fraction
was refracted using a molecular sieve (Sephadex LH20®). The chemical characterization of extracts
and fractions was carried out by phytochemical prospecting using Thin Layer Chromatography
(TCD) combined with selective developers and by Ultra Performance Liquid Chromatography
coupled to a high-resolution mass spectrometer (CLUE-UV-EM). Phytochemical prospection
revealed the presence of secondary metabolites of the terpene class (triterpenes and steroids) and
phenolic compounds among flavonoids. The analyzes by CLUE-UV-EM confirmed the presence
of flavonoids and flavonoids of the flavonol, aurones, and chalcones subclasses were identified. In
the biological assays that evaluated the cytotoxic and antiviral activity of extracts and fractions, the
MTT colorimetric method was used. The cell lines MRC-5 (human lung fibroblast) and Vero
(African green monkey kidney) were used in the toxicity tests. Antiviral activity was evaluated
against Zika, Chikungunya, and Mayaro arboviruses. The ethanolic extract of Bidens pilosa was
shown to be moderately cytotoxic, but with significant activity against the Zika virus, with an ECso
of 84.71 + 3.8 pug/mL. Additionally, the ethyl acetate fraction also demonstrated activity against
the Zika, Chikungunya and Mayaro virus. Sephadex fractionation resulted in 7 fractions of which
only the GV-07 fraction showed activity against the Zika and Mayaro virus with an ECso of 45,53
+1,93, 27,58 + 2,82 pug/mL.
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1. Introducdo:

Ha tempos incontaveis que a humanidade utiliza de produtos naturais para tratamentos de
doencas, a utilizacdo do mel era utilizada pelos antigos egipcios e gregos para tratar infeccdes de
feridas, odor desagradaveis, edemas e ajudar na cicatrizacdo (LUCIA; ESCOBAR; XAVIER,
2013) na China h& milénios ocorre o uso tradicional de plantas medicinais como forma de
tratamento para doengas (ESMOT, 2015).

Plantas sdo um 6timo material para o desenvolvimento de drogas/farmacos, sendo
utilizada para produtos a partir de suas moléculas ou apenas suas moléculas purificadas e isso
pode ser notado nas principais areas terapéuticas. Durante o periodo de 1981 e 2014, dos 141
antibacterianos aprovados pela FDA, 73% foram produtos naturais ou derivados de produtos
naturais (NEWMAN & CRAGG, 2016).

Também nesse periodo de 1981 a 2014, nos Estados Unidos, tivemos a aprovacao e a
comercializacdo de 1562 medicamentos antitumorais, desses 4% eram de origem natural; 21%
eram produtos naturais semissintéticos; 1% fitoterapicos e 14% produtos sintéticos cujo
farmaco6foro modelo foi obtido de um produto natural (NEWMAN & CRAGG, 2016).

No final de 1970 foi criado pela OMS o Programa de Medicina Tradicional, que tem como
objetivo recomendar e promover o desenvolvimento de politicas pablicas para facilitar a integracéo
da medicina tradicional e da medicina complementar alternativa nos sistemas nacionais de atencao
asaude (WHO, 1978; BRASIL, 2006). A OMS utiliza o termo Medicina Tradicional para se referir
as praticas médicas originarias da cultura de cada pais, tendo em vista que o Brasil € um pais
extremamente rico em sua diversidade de flora em conjunto com o conhecimento medicinal
empirico acumulado ao longo da historia pelos indigenas, o uso de plantas medicinais é uma
alternativa que deve ser abordada e incentivada (GRANDI et al., 1989; WHO, 2013).

Buscando abordar e incentivar o uso de novas formas de se ver o cuidado da saude,
procurando maneiras mais humanizadas, econémicas, levando em consideracdo a cultura e
conhecimentos empiricos, foi estabelecido a Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) em 2006, além disto, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e

Fitoterapicos (2009) busca garantir um acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e
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fitoterapicos, levando ao uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva
e da industria nacional (BRASIL, 2006, 2009).

Como abordado anteriormente, o Brasil sendo um pais tropical, em relativo crescimento
populacional em conjunto com a presenca de todos os vetores e virus ja em seu territorio,
resolvemos realizar um estudo sobre a atividade antiviral da espécie, principalmente focado em
virus geralmente negligenciados como o Zika virus, Mayaro virus e o Chikungunya virus.

Diante disso, 0 nosso trabalho teve como objetivo avaliar a atividade do extrato etandlico
desta espécie contra os arbovirus Zika virus, Mayaro virus e Chikungunya virus.

2. Revisdo Bibliografica:

A familia Asteraceae, ao qual o género Bidens pertence, é conhecida pela presenca de
flavonoides e terpenoides e suas espécies geralmente sdo conhecidas principalmente pelas suas
acdes antibidticas e anti-inflamatorias (LUCCHETTI et al., 2009).

O género Bidens contém cerca de 230 espécies de porte herbaceo, a maior parte destas
plantas conseguem crescer em ambientes simples, ruderais e sdo distribuidas ao longo de toda a
zona intertropical do planeta(HARRI LORENZI, 2000). A espécie abordada € uma erva pequena,
anual, podendo apresentar altura de 0,3 a 1,5 m e é ramificada desde a base. Possui talos tetragonais,
é glabra e apresenta folhas opostas, pecioladas, bordas serrilhadas e inflorescéncias em capitulos
terminais com flores tubulares e radiadas, frutos escuros quando maduros e formados por aquénios
lineares ou fusiformes (HARRI LORENZI, 2000).

Em sua historia o picdo-preto, como a Bidens pilosa é popularmente conhecida, vem sendo
utilizado como ch4, folha macerada para acéo local e extrato aquoso bruto. Em usos populares a
planta é utilizada para tratamentos de ictericia, inflamacdo nos rins, cicatrizacdo de feridas,

antimalarico e como hipoglicemiante, podendo ajudar no controle da diabetes. (BRASIL, 2015)

Em 2009 a Bidens pilosa foi incluida na lista RENISUS (Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS), que contém 71 espécies medicinais a serem estudadas de forma

mais sistematica para sustentar suas utilizagdes nos programas nacionais de saude, assim em 2015
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foi criada uma monografia de sua espécie, dando destaque para suas inimeras aplicagdes e usos,

tanto empiricos quanto cientificamente comprovados.

Alguns de seus usos culturais ja foram comprovados cientificamente, dentre eles, protetor
hepatico (SUZIGAN et al., 2009) emenagogo e antidiarreica (RIVERA; OBON, 1995), dores de
garganta, problemas de estdmago, anti-inflamatdria (comprovada pelos poliacetilenos) e asma
(BAUER; REDL; DAVIS, 1992), fungicida e fungistatica (CAMPBELL et al., 1982).

Com ensaios in vitro foram demonstradas varias aplicagdes, como atividade antioxidante,
anticarcinogénica,  anti-inflamatoria,  anti-histaminica,  antidiabética,  antimicrobiana,
antibacteriana, antifungica, antiviral, antimalérica, antileishmaniose, anti-helmintica e
fotoprotetora. Em estudos in vivo foram comprovados, atividades analgésica e antipirética, anti-
inflamatoria, antiulcerogénica, gastroprotetora e antisecretora, antidiarreica, anti-herpética,
antitripanossoma, anti-hipertensiva, diurética, hepatoprotetora, hipoglicemiante, antimalarica,
antineoplasica, cicatrizante e uterotréfica(BRASIL, 2015).

Arbovirus sdo virus cuja parte de seu ciclo de replicagdo ocorre em artropodes, assim,
podem ser transmitidos aos seres humanos e outros animais através de insetos hemat6fagos, por
exemplo. Estima-se que existem mais de 545 espécies de arbovirus, sendo dentre estas, 150
relacionadas a doencas em seres humanos. Com o aumento da urbanizacdo, mudancas climaticas,
desmatamentos, os seres humanos tem tido mais e mais contato com os diferentes tipos de insetos,
aumentando assim a transmisséo de doencas dispersas por estes insetos (LOPES et al., 2014).

O Brasil € um dos maiores paises do mundo no quesito territorio, tendo um pouco mais de
8.500.000 km?, situado em uma area predominantemente tropical, com extensas florestas na Regi&o
Amazonica, além de florestas no leste, sudeste e litoral sul. Apresenta também uma grande regido
de pantano (Pantanal) no centro-oeste, uma regido de savana (Cerrado), na area do planalto central,
e uma regido seca (Caatinga) no interior nordestino. A maior parte do Pais tem um clima tropical,
sendo um local adequado para a existéncia do vetor e, portanto, para a ocorréncia de arboviroses
(LOPES et al., 2014).

O Chikungunya (CHIKV) € um RNA virus da familia Togaviridae do género Alphavirus,
inicialmente foi confundido com a dengue foi descoberto onde hoje se encontra a Tanzénia. A
Chikungunya possui sintomas muito parecidos com o da dengue como, quadros de febre associados

a dor articular intensa e debilitante, cefaleia e mialgia. Porém seu quadro de poliartrite pode durar
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meses apds o quadro febril/infeccdo. Associado a isso ainda temos que 0 virus apresenta
caracteristicas que o torna capaz de causar epidemias maiores que a da dengue pois pode ser
transmitida tanto pelo Aedes aegypti quanto pelo Aedes albopictus, caso ndo estudado e ser pensado
um tratamento eficaz contra o virus, ele pode se tornar um grande desafio para a satde publica do
pais (DONALISIO et al., 2015; RIBEIRO et al., 2018)

Também pertencente a familia Togaviridae temos o Mayaro virus (MAYV), inicialmente
isolado no Caribe e pouco tempo depois encontrado no Pard, o MAYV foi responsavel por
pequenas epidemias no Brasil, Bolivia e Peru e tem como vetor o Haemagogus janthinomys.
Estima-se que tenha causado mais de 500,000 infec¢des em humanos e ainda € causador de surtos
em paises tropicais como o Brasil, tem como principais sintomas, febre alta, cefaleia, mialgia,
erupc¢des cutaneas e dores intensas nas articulacbes (RIBEIRO et al., 2018)

O virus Zika (ZIKV) é um Flavivirus pertencente a familia Flaviridae € um virus com
genoma de RNA transmitido por mosquitos do género Aedes e foi isolado pela primeira vez em
1947 de um macaco na floresta de Zika, Uganda, em estudos da febre amarela. Apds alguns anos
foram encontradas infeccdes em humanos em varias regides do continente africano.(LAERTE
PINTO JUNIOR et al., [s.d.]). Em 2015 tivemos os primeiros casos de Zika registrados no Brasil,
pacientes relatando febre leve, mialgia, cefaleia, conjuntivite ndo purulenta, tontura e dores nas
juntas. Em marco do mesmo ano descobriram que o virus tinha uma similaridade muito grande
com o Zika encontrado na asia (ZANLUCA et al., 2015). Apesar de seus sintomas e riscos para
adultos abaixo dos 60 anos serem baixos, podem ocorrer duas complicacdes neuroldgicas graves:
Sindrome de Guillan-Barré (SGB), uma condicdo rara em que o sistema imunoldgico ataca 0s
nervos periféricos, e efeitos congénitos, ocorrendo quando gestantes infectadas transmitem o virus
ao feto resultando em aborto espontaneo, 6bito fetal ou malformagbes congénitas como a
microcefalia (BRASIL, 2017).
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3. Objetivos:

2.2 Objetivo Geral:
Avaliacdo da atividade antiviral e citotoxica do extrato etandlico da espécie Bidens pilosa

e caracterizacao quimica por técnicas cromatograficas.

2.3 Objetivos Especificos:

e Coleta, secagem e obtencdo do extrato etandlico;

e Fracionamento do extrato etanolico por particao liquido-liquido;

e Fracionamento cromatografico empregando Sephadex LH-20%;

e Utilizacdo de cromatografia de camada delgada para comparar Fatores de Retencéo
entre as fragoes;

e Avaliar a atividade citotoxica e antiviral do extrato e das fragdes adquiridas do
fracionamento cromatografico contra o CHIKV, ZIKV e MAYYV;,

e Utilizar CLUE-FR-DAD-EM para caracterizacdo quimica dos constituintes do

extrato desta espécie.

4. Materiais e métodos:

3.1 Obtencdo de extratos:

A planta inteira (caules, folhas, raizes e frutos) foi seca em estufa ventilada a 40°C. Apos
secagem do material vegetal, foi realizada a moagem empregando um moinho de facas, em seguida,
0 p6 obtido (329,0 g) foi acondicionado em um recipiente de vidro. O po foi submetido a extracéo
exaustiva por percolacdo a frio, com etanol 92,8° INPM. O extrato etan6lico obtido foi concentrado
por destilacdo do solvente em evaporador rotatério sob presséo reduzida a 50 °C. Para completa
remocao do solvente o extrato concentrado foi transferido para frascos previamente pesados e logo
apos foram cuidadosamente secos em estufa a 50°C. Por fim, o extrato seco da planta Bidens pilosa

foi pesado para se ter o calculo de rendimento.

4.1.1. Fracionamento do extrato etanélico da Bidens pilosa:
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Uma porgdo (17,2 g) do extrato etanolico foi submetido a uma parti¢do liquido-liquido O
extrato foi solubilizado em uma mistura Metanol/Agua (MeOH/H-0) (60:40) e particionado com
Diclorometano (DCM) e Acetato de Etila (AcOEt) 3 vezes com 100 mL de solvente por extracao
de cada solvente. Apos, as fracdes foram concentradas em um rota-evaporador a 50°C e seco em

estufa também a 50°C.

Fracdo Etanolica total (17,163g)
solubilizada em MetOH/H,0O

Fracao DCM
(4,2429)

Fracao AcOEt
(3,9269)

Fracdo H,O/MeOH
(8,1980)

4.1.2. Refracionamento da fracdo Acetato de Etila obtida do extrato da planta inteira de
Bidens pilosa:

Foi submetida ao fracionamento, 500 mg da fracdo acetato de etila utilizando a
cromatografia de exclusdo molecular/filtracdo em gel, para isso foi empregado a resina Sephadex
LLH-20 (Pharmacia Biotech®). No empacotamento da coluna empregou-se 30,0g de Sephadex LH-
20 (870 um) como fase estacionaria e a eluicdo foi realizada com o solvente metanol de forma

isocrética.

Foram coletadas em média 50 fracdes em frascos de vidro tipo penicilina com
aproximadamente 8 mL cada, os nimeros de frascos eram decididos de acordo com o grau de
separagdo desejado e até a cor caracteristica alaranjada/amarelada ser totalmente eluida, este re-
fracionamento utilizando 500mg de extrato foi repetido 6 vezes a fim de conseguir maior massa
para testes. Todas as fracdes foram submetidas a analise por cromatografia em camada delgada
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(CCD) e os componentes de Fator de Retencdo (RF) semelhantes foram agrupados entre si. Os
resultados revelaram que as fragdes 49 a 56 obtidas da coluna 1, levou a concentragdo de um solido
castanho escuro denominado GV-07 (2mg). Em todas as anéalises por CCD empregou-se acetato de
etila/acido férmico/acido acético/ cloroférmio (100:11:11:27) como fase mdvel, e como revelador
NP/PEG.

Visando uma melhor separacao dos componentes e verificar as purificacdes foi empregado
uma nova fase movel permitindo melhor separacdo entre as polaridades, para isso utilizou-se
Cloroférmio/ Acetato de Etila/ Metanol/ Acido acético glacial/ Acido formico (60:20:10:5:5), com
esta diferenca de polaridade conseguimos identificar outros 2 compostos em maior quantidade.
Como obtivemos pouca quantidade de componentes purificados em cada fracdo, tivemos de reunir
as fracOes semelhantes obtidas da repeticéo (6 repeticdes) de refracionamento, com isso como as

fragBes ndo estavam muito purificadas fomos tambem acumulando pequenas impurezas.

4.1.3. Prospeccéo fitoquimica do extrato etanolico

Realizou-se uma prospecc¢do fitoquimica do extrato alcodlico da planta Bidens pilosa para
comparacdo entre elas atraves de cromatografia em camada delgada, sendo utilizadas placas
analiticas (10x10cm), como fase estacionaria silica gel, Kieselgel 60 G (Merck), preparadas com

0,5 mm de espessura desta silica.

Foram avaliadas a presenca de cumarinas, saponinas, heterosideos flavénicos, geninas
flavonicas, heterosideos antraquindnicos, geninas antraquindnicas, triterpenos, esteroides e
alcaloides. Diferentes sistemas de eluentes e reveladores seletivos para cada classe de produto
natural foram utilizados nas analises (WAGNER et al., 1996). As manchas foram visualizadas por
exposicdo das placas cromatograficas sob a luz ultravioleta (Cienlab UV 254/365 nm) ou por
adicdo de reveladores especificos para metabolitos secundarios conforme descritos nas técnicas
abaixo (WAGNER et al., 1996).

4.1.4. Detecgdo de geninas flavonicas

Sistema cromatografico (BRANDAO, 2010)
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Fase estacionaria: silica gel 60G, sobre placa de vidro (10x10)
Fase movel: cloroférmio - acetato de etila (60:40)

Visualizacdo: observar a placa a luz UVsss e UV2s4, apds revelagdo com NP/PEG e aquecimento
a 100 °C, por 5 min.

Geninas flavonicas: manchas de cor amarela (vis.) e fluorescéncias amarelo-esverdeadas (UV 35
e UVass).

Amostras de referéncia: quercetina

4.1.5. Detecgdo de heterosideos flavonicos
Sistema cromatografico (BRANDAO, 2010)

Fase estacionaria: silica gel 60G, sobre placa de vidro (10x10)
Fase mdvel: acetato de etila — acido férmico — acido acético — agua (100:11:11:27)

Visualizacdo: observar a placa a luz UVses e UV2s4, apds revelagdo com NP/PEG e aquecimento
a 100 °C, por 5 min.

Flavonoides: manchas de cor amarela (vis.) e fluorescéncias amarelo-esverdeadas (UVses e
UV2s4).

Amostras de referéncia; rutina.

4.1.6. Detecgdo de geninas antraquindnicas
Sistema cromatografico (BRANDAO, 2010)

Fase estaciondria: silica gel 60G, sobre placa de vidro (10x10)
Fase madvel: tolueno — acetona — cloroférmio (40:5:35)

Visualizacdo: observar a placa a luz UVses e UV2s4, apds revelacdo com hidréxido de potassio a

5%, em metanol, e aquecimento a 100 °C, por 5 min.

Antraquinonas e naftoquinonas: manchas de cor laranja a vermelho (vis) e fluorescéncias de
coloracgéo do alaranjado ao vermelho (UV3sss € UV 2s4).
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Antronas e antrandis: manchas amarelas (vis) e fluorescéncias de coloragdo do alaranjado (UV 3ss
e UVass).

Amostras de referéncia: 1,8-di-hidroxi-antraquinona

4.1.7. Detecgdo de heterosideos antracénicos
Sistema cromatografico (BRANDAO, 2010)

Fase estacionéria: silica gel 60G, sobre placa de vidro (10x10)
Fase movel: acetato de etila — metanol — agua (81:11:8)

Visualizacdo: observar a placa a luz UVsess e UV2s4, apds revelacdo com hidréxido de potassio a

5%, em metanol, e aquecimento a 100 °C, por 5 min.

Antraquinonas: manchas de coloragdo laranja ao vermelho (vis) e fluorescéncias laranja ao
vermelho (UV3ses e UV 254).

Antronas, antrandis: manchas amarelas (vis) e fluorescéncias de coloracdo do alaranjado ao
vermelho (UV3ses e UV 254).

Amostra de referéncia: aloina.

4.1.8. Deteccdo de triterpenos e esterdides
Sistema cromatografico (BRANDAO, 2010)

Fase estacionaria: silica gel 60G, sobre placa de vidro (10x10)
Fase mdvel: hexano — acetato de etila (40:20)

Visualizacdo: Reagente de Liebermann-Burchard; observar a placa, imediatamente, a luz visivel,

ou ap6s aquecimento a 100 °C, por 10 min.

Triterpenos e esterdides: manchas marrons ou acinzentadas (vis) e fluorescéncias do alaranjado

ao vermelho (UVses € UVasa).

Amostras de referéncia: &cido oleandico (triterpeno) e 3-sitosterol (esterdide).
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4.1.9. Detecgédo de cumarinas
Sistema cromatografico (BRANDAO, 2010)

Fase estaciondria: silica gel 60G, sobre placa de vidro (10x10)
Fase movel: tolueno — éter saturado com 5 gotas de &cido acético (80: 20)

Visualizacdo: observar a placa a luz UVses e UV2s4, apds revelacdo com hidroxido de potassio a
5%, em metanol, e aquecimento a 100 °C, por 5 min.

Cumarinas: manchas de cor verde azulada sob UVses e UV2ss; coloragdo intensificada apos
tratamento com hidroxido de potéssio; a cumarina ndo substituida apresenta fluorescéncia amarelo-

esverdeada apenas ap0s o tratamento com hidroxido de potassio.

Amostras de referéncia: cumarina e escopoletina.

4.1.10. Detecgdo de saponinas
Sistema cromatografico (BRANDAO, 2010)

Fase estaciondria: silica gel 60G, sobre placa de vidro (10x10)
Fase movel: cloroférmio — &cido acético glacial - metanol — agua (15:8:3:2)

Visualizagdo: observar a placa a luz visivel ap6s revelacdo com anisaldeido sulfdrico e

aquecimento a 100 °C, por 5 min.
Saponinas: manchas de coloracdo azul ou azul-violeta e zonas amarelas (vis).

Amostra de referéncia: digitonina.

4.1.11. Detecgdo de alcaloides
Sistema cromatografico (BRANDAO, 2010)

Fase estaciondria: silica gel 60G, sobre placa de vidro (10x10)
Fase mdvel: acetato de etila — acido formico — acido acético - agua — etilmetilcetona (50:7:3:10:30)

Visualizacdo: observar a placa apds revelacdo com o reagente de Dragendorff (vis).
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Alcaloides: manchas de cor marrom ou alaranjada (vis).

Amostras de referéncia: Estricnina.

4.1.12. Ensaios Bioldgicos

Os ensaios bioldgicos in vitro foram realizados no Laboratério de Biologia e Tecnologia de
Micro-organismos, do Instituto de Ciéncias Exatas e Biologicas, e no Laboratorio de Quimica
Medicinal e Bioensaios, da Escola de Farmacia, da Universidade Federal de Ouro Preto. Nestes

ensaios foram utilizadas as seguintes linhagens celulares e virus:

Zika virus (ZIKV): A amostra de ZIKV utilizada para a propagacao in vitro deste virus foi

obtida de um paciente com quadro clinico sem complicacdes, morador do estado de Pernambuco
(PE-243/215). Esta amostra foi gentilmente cedida pela Prof. Dra. Erna Geessien Kroon, da
Universidade Federal de Minas Gerais.

Chikungunya virus (CHIKV): A amostra de CHIKV (527-African) utilizada para a

propagacdo in vitro deste virus foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Eurico de Arruda Neto, do

Instituto de Pesquisa em Virologia da Universidade Federal de S&o Paulo.

Mayaro virus (MAYV): A amostra de MAYV utilizada para a propagacéo in vitro deste

virus foi isolada de um humano no Estado do Acre. Esta amostra foi gentilmente cedida pelo Prof.
Dr. Mauricio Lacerda Nogueira, da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto.

Células C6/36: As células C6/36 sdo derivadas de larvas do mosquito Aedes albopictus,

multiplicadas em meio L15 suplementado com 5 % SFB contendo, penicilina (100 Ul/mL) e
anfotericina B (5 pg/mL), em estufa BOD (Demanda Bioquimica de Oxigénio) a 28°C. Estas

células foram utilizadas na producao do virus estoque de ZIKV.

Células MRC-5: As células MRC-5 séo derivadas de fibroblastos de pulmédo de um feto

masculino de 14 semanas, multiplicadas em meio DMEM suplementado com 5 % SFB contendo
penicilina/estreptomicina (100 UI/mL) e anfotericina B (5 pg/mL), em estufa com 5 % de COz2, a
37 °C. Estas células foram utilizadas nos ensaios de citotoxicidade.

Células Vero: As células Vero sdo derivadas de rins de macaco verde (Cercopthecus
aeothiops), cultivadas em meio DMEM suplementado com 5 % SFB contendo

penicilina/estreptomicina (100 UI/mL) e anfotericina B (5 ug/mL), em estufa com 5 % de COz2, a
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37 °C. Estas células foram empregadas nos experimentos de citotoxicidade, de atividade antiviral
contra os arbovirus ZIKV, CHIKV e MAYV.

Na tabela de nimero 1, as caracteristicas das linhagens celulares estdo apresentadas em uma
forma resumida (origem histologica e ATCC®), também estdo apresentadas as concentragdes de
plagueamento utilizadas nos ensaios de citotoxicidade para as células MRC-5 e Vero, e de atividade
antiviral, para a linhagem celular Vero, para este propdsito foram empregadas microplacas de 96

POGOsS.

Tabela 1 — Linhagens celulares utilizadas nos ensaios biolégicos in vitro

CONCENTRACAO
LINHAGEM ORIGEM ATCC® DE
CELULAR HISTOLOGICA PLAQUEAMENTO
(CELULAS/POCO)
MRC-5 Fibroblasto de CCL-171™ 1,0 x 10*
pulméo
Vero Célula epitelial renal CCL-81™ 2,0 x 10*

4.1.13. Ensaio de citotoxicidade utilizando a técnica colorimétrica MTT

Utilizando microplacas de 96 pogos, foi realizada a distribui¢do de suspensdes de células
MRC-5 e Vero, tendo 0 meio de cultura uma suplementagdo de 5% SFB. As placas foram
incubadas em atmosfera Umida, a 5 % de COz2, a 37 °C por 24 horas (MOSMANN, 19833;
TWENTYMAN; LUSCOMBE, 1987). Foram feitas oito diluicdes em série das amostras,
solubilizadas anteriormente em DMSO, preparadas utilizando meio DMEM 1 % SFB. Os extratos
e fracBes possuem concentragdes que variam de 400 a 3,125 pg/mL, ja as substancias isoladas as
concentragdes variaram entre 100 e 0,78125 pug/mL. De acordo com (BRANDAO et al., 2010) o
volume de DMSO néo deve exceder a concentracdo de 2%, logo o volume de amostras a ser
utilizado levou isso em considera¢do em nossos célculos.

Depois do desenvolvimento de uma monocamada celular na superficie dos pogos de cada
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placa, o0 meio de cultura foi retirado de cada po¢o com o intuito de deixar apenas a monocamada
celular que esta aderida, ap6s foram adicionadas 100 pL das solugdes diluidas das amostras e 100
pL de meio de cultura DMEM 1 % SFB, ap6s procedeu-se a incubacdo das placas sob a mesma
condicdo atmosférica. A solucdo de MTT [brometo de 3-(4’,5’-dimetiltiazol-2’-ila)-2,5-
difeniltetrazol] (Sigma Aldrich®), preparada utilizando um tampdo fosfato estéril (PBS) na
concentracdo de 1,0 mg/mL, foi adicionada 120 minutos antes da realizagdo das leituras
(BRANDAO et al., 2017; REIS et al., 2020a, 2020b, 2022)

Apdbs 72h de tratamento foram realizadas as leituras utilizando um leitor de microplacas. Com
isso conseguimos obter a quantidade de formazana obtida ap6s a reacao de reducgéo do sal de
tetrazolio (MTT) pelas células cultivadas. O aparelho leitor de placas utilizado foi o VICTOR™
X3 (Perkin Elmer®), o software de leitura utilizado foi 0 WorkOut 2.5 realizando a leitura em
comprimento de onda de 490 nm (BRANDAO et al., 2017; REIS et al., 2020a, 2020b, 2022)

A multiplicacdo celular da monocamada tratada foi comparada com controle celular.

A toxicidade celular foi expressa em termos de concentragdo citotoxica a 50 % (CCso). A
porcentagem citotoxica foi calculada como [(A-B)/A]x100, onde A e B séo as densidades oticas a
490 nm (DOug) das pocos onde estdo presentes ceélulas ndo tratadas (A) e tratadas (B),
respectivamente.

Este experimento foi realizado com os seguintes controles:

Controle de DMSO: Este controle tem como objetivo demonstrar que mesmo 0s po¢os contendo
meio de cultura com 1 % SFB e tratados com DMSO n&o interferem na atividade citotdxica da
monocamada celular, ou seja, 0 DMSO aqui acrescentado, na mesma concentragdo aproximada da
substancia teste, ndo oferece risco citotoxico para as células comprovando que toda atividade

citotoxica é resultado da substancia.

Controle celular: A monocamada celular foi incubada apenas com meio de cultura suplementado
com 1 % SFB demonstrando o comportamento das células sem qualquer tipo de tratamento que
possa alterar de forma significativa o metabolismo ou outro aspecto durante o periodo de
incubacdo. Assim, as células que se encontram nestes pocos reservados podem ser utilizadas como

padrdo comparativo em relacdo aqueles em que foram submetidos a alguma atividade citotdxica.
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4.1.14. Avaliagao antiviral in vitro

4.1.15. Triagem da atividade antiviral pela técnica colorimétrica do MTT

A avaliacdo antiviral in vitro foi realizada seguindo a metodologia descrita por Brandao et
al. (2010). Todas as amostras foram preparadas utilizando DMSO como solvente. As amostras
foram testadas tendo em vista as concentra¢cfes nao citotoxicas, resultados esses obtidos pelo teste
anterior, as concentrag@es tem que ser inferior a concentragédo citotoxica a 50 % (CCso).

As células foram cultivadas em placas de 96 pocos de poliestireno de fundo chato (2,0 x
10* células/cavidade). Apds 24 horas de incubagdo em 5 % de COz2, a 37 °C, assim como no teste
de citotoxicidade o meio de cultura (DMEM 5 % SFB) foi removido e foram adicionados 100 pL
das dilui¢bes das amostras, em cada pogo, concomitantemente foi adicionado 100 pL da suspenséo
viral (titulo de 1,0 x 10% TCIDso/mL, para 0 ZIKV; titulo de 1,0 x 10° TCIDso/mL, para o CHIKV;
titulo de 1,0 x 10° TCIDso/mL, para 0 MAYV) (REIS et al., 2020a, 2020b, 2022). Como proxima
etapa, as placas foram incubadas em atmosfera imida contendo 5 % de COz2, a 37 °C, por 72 horas.
Os experimentos foram esquematizados, para melhor organizacao, da seguinte forma: controle de
células ndo tratadas e infectadas (CV); controle de células tratadas e ndo infectadas (CT) e controle
de células ndo tratadas e ndo infectadas (CC), em adicdo também da triplicata da atividade antiviral
das amostras testes (células infectadas e tratadas). Em adicdo, tivemos o controle positivo para
comparacao, ribavirina ou amantadina (REIS et al., 2020a, 2020b, 2022)

A viabilidade celular foi avaliada pelo método colorimétrico do MTT (MOSMANN,
1983b). Ap6s a remocdo de todo o contetdo sobrenadante, foi pipetado em seguida, 28 puL de uma
solugdo de MTT (1,0 mg/mL em PBS), em cada poco. As placas foram incubadas por 120 minutos
a 37 °C e, apos, foram adicionados 100 uL. de DMSO, em cada po¢o, para dissolver os cristais de
formazana, permitindo a leitura de sua concentracdo pelo leitor de placas. As placas foram
mantidas sob agitacdo, em agitador de placas durante 15 minutos e a densidade Optica foi
determinada em seguida nos comprimentos de onda de 490 nm (DOag0), no leitor de microplacas
nm (BRANDAO et al., 2017; REIS et al., 2020a, 2020b, 2022)

A concentragdo CEso, ou seja, a concentracao eficaz que apresenta 50 % de efeito antiviral.
A CEso € a concentracdo que promove a protecdo de 50 % das células tratadas, da destruicdo

causada pelo virus. A porcentagem de protegéo é calculada como [(A-B)/C-B)]x100, onde A, B e
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C sdo as DOugo das pogos nas quais estdo presentes células tratadas e infectadas (A), ndo tratadas
e infectadas (B), e ndo tratadas e ndo infectadas (C), respectivamente.

Este experimento foi realizado com os seguintes controles:
Controle de citotoxicidade das amostras testadas: Pocos contendo a monocamada celular
foram simultaneamente pipetados com meio de cultura suplementado com 1 % SFB e as diluigdes
das amostras nas concentracOes idénticas as que foram utilizadas no ensaio antiviral. Este controle
foi realizado para demonstrar que as amostras ndo possuem atividade citotoxica nas concentragdes
avaliadas.
Controle viral: A monocamada de células foi incubada com meio de cultura acrescido de 1 % SFB
e de forma concomitante a suspensdo de virus, sem nenhum tratamento. O controle de virus é
utilizado como padrédo de comparacédo para demonstrar o efeito citopatico provocado pelo virus.
Controle de virus com DMSO: Pocos contendo a monocamada celular foram pipetados com meio
de cultura com 1 % SFB em conjunto com a suspensdo de virus, além de serem tratados com
DMSO. Este controle demonstra que o solvente usado para solubilizar as amostras ndo apresenta
atividade antiviral.
Controle celular: A monocamada de células foi incubada apenas com meio de cultura
suplementado com 1 % SFB. Este controle avalia o comportamento das células sem que as mesmas
tenham contato com qualquer interferente durante o periodo de incubacdo, sendo assim o padrdo
de controle para demonstrar como todas as células se comportam sem nenhum tipo de interferente.
Controle positivo: Os pocos contendo a monocamada de célula foram acrescidos de meio de
cultura suplementado com 1 % SFB, suspensao de virus prosseguindo com o tratamento utilizando
ribavirina, que ja temos conhecimento sua atividade frente ao ZIKV (KAMIYAMA et al., 2017) e
ao MAYV (FERRAZ et al., 2019). Para ensaios de atividade anti-CHIKYV foi utilizada o principio
ativo amantadina, previamente descrito como ativo in vitro contra 0 CHIKV (DEY et al., 2019).
O controle positivo tem uma funcdo importante de apresentar um parametro de comparagéo das
amostras testadas com uma atividade antiviral conhecida, também por conseguinte € demonstrativo

sua atividade antiviral frente aos arbovirus.

4.1.16. Analise estatistica dos dados
O metodo estatistico a utilizado foi o Teste t de Student, a analise de variancia do pacote

estatistico GraphPad Prism, versdo 5.00, para avaliar diferencas entre as médias e medianas nos
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ensaios de citotoxicidade e de atividade antiviral em compara¢do com os controles. Foi aceito para

todos os testes o nivel de significancia de 5 %.

4.1.17. Determinac&o do indice de Seletividade

Nos ensaios de atividade antiviral, o indice de seletividade das amostras a razdo entre a sua
concentracdo citotéxica média (CCso), pela sua concentracdo efetiva média (CEso), na linhagem
celular Vero. Assim demonstra que a amostra tem a afinidade maior ao virus, diminuindo sua

replicacéo.

4.1.18. Perfis cromatogréficos adquiridos através de RP-UPLC-DAD-MS

As analises por RP-UPLC-DAD-MS foram feitas empregando um sistema Nexera UHPLC
(Shimadzu) acoplado a um espectrometro de massas de alta resolugdo (maXis ETD high-resolution
ESI-QTOF (Bruker)) tendo como software de controle Compass 1.7 (Bruker). Utilizou-se uma
coluna Shimadzu Shim-Pack XR-ODS-II1 (C18, 2.2um, 2.0 x 150mm) com uma temperatura do
forno de 40°C e fluxo da fase mdvel de 400 pl/min. Os componentes da fase movel utilizadas foram
A (Agua ultrapurificada acidificada a 0,1% de &cido formico) e B (Acetonitrila) a programacio
utilizada para elui¢do foi um gradiente inicial contendo 5% de B por 0,5 minutos e em seguindo
um gradiente linear até 100% de acetonitrila no tempo de 10 minutos, ap6s o gradiente de 100%

ser atingido prosseguiu-se com o mesmo gradiente por 1,5 minutos.

TEMPO (min)  H20 (%) ACN (%)
0-0,5 95 5

0,5-10 5 100
10-11,5 100 100

Tabela 2: Gradiente de eluicdo empregado nas analises das fragdes por RP-UPLC-DAD-MS
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Os espectros de massas foram obtidos com ionizacdo por spray de elétrons sendo registrados
em varredura completa (full scan) e sequencial ou tandem (EM/EM), no modo positivo. As
condigdes gerais de operacdo do equipamento durante as analises foram: voltagem do capilar:
34500 V; 3,0 bar de pressao do nebulizador, o ar seco teve um fluxo de 8L/min e uma temperatura
de 200°C. Os espectros de ESI/EM/EM foram registrados com energia de 15 e 60 eV na faixa de
m/z 100 a 2000 Da. A calibragdo de massas realizada com 20 ul padréo calibrador antes e depois
da analise. A detec¢do dos componentes foi feita comparando os picos cromatogréaficos seguido de
sua massa exata e o padrdo de is6topos (MS'). A identificacdo foi baseada nos espectros de
fragmentagdo (MS?) em conjunto com uma database interna de substancias naturais, associadas
com as bibliotecas publicas de espectros como a MassBank (HORAI et al., 2010) e a database
universal de produtos naturais (UNPD) (ALLARD et al., 2016)

5. Resultados e discussao:

5.1.1. Obtencdo dos extratos e calculos de rendimento:
O rendimento do extrato etandlico obtido por percolacdo a frio com etanol (92,8 GL) esta
representado na tabela abaixo:

Tabela 3: Rendimento para a formacao do extrato etandlico

Massa do Massa do
. Parte ) )
Espécie - material vegetal  extrato  Rendimento (%)
utilizada
seco () ()]
Bidens Pilosa  Planta inteira 329,0 17,163 5,21

Tabela 4: Rendimento das fracdes feitas através do extrato etanolico
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o 3 ) Massa do ]
Fracéo utilizada Fracédo Obtida Rendimento (%)
extrato (g)

DCM 4,242 24,71
Extrato etanolico AcOEt 3,926 22,87
H20/MeOH 8,198 47,76

5.2.1. Dados cromatograficos em cromatografia de camada delgada:

A Cromatografia em Camada Delgada (CCD) € uma técnica muito eficaz para a separagédo
de constituintes quimicos de um extrato e para sua identificacdo. A CCD ¢é amplamente utilizada
como ferramenta analitica para separacdo, identificacdo e estimativa de diferentes classes de
produtos naturais. Devido ao fenbmeno de adsorcdo os diferentes componentes sdo eluidos e
separados pela migracdo do soluto entre duas fases - uma fase estacionaria e uma fase movel onde
0 componente de maior polaridade fica mais retido na silica polar e o de menor polaridade tende a
se deslocar junto a fase movel. (WAGNER; BLADT, 1996)

Neste estudo a CCD foi de extrema importancia, pois através dela foi possivel ter um guia
de como as fragdes estavam se formando e com isso identificar quais seriam 0s possiveis grupos

moleculares, com base em polaridade, estavam presentes em cada fracao.
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5.2.2. Prospeccéo fitoquimica do extrato etanolico de Bidens pilosa:

5.2.3. Deteccdo de geninas flavonicas

Figura 1: Perfis em CCD da pesquisa de geninas flavénicas do extrato etandlico da planta inteira de Bidens pilosa
Eluente: cloroférmio - acetato de etila (60:40). Revelador NP/PEG. Onde da esquerda para a direita temos o
extrato etanolico semi-purificado e o extrato etandlico bruto e a direita o padréo de quercetina. UVsgs nm.

5.2.4. Deteccdo de heterosideos flavonicos

Figura 2: Perfis em CCD da pesquisa de heterosideos flavonicos do extrato etandlico da planta inteira de Bidens
pilosa Eluente: acetato de etila — acido formico — acido acético — agua (100:11:11:27) Revelador NP/PEG. Onde da
esquerda para a direita temos o extrato etanolico e a direita o padrao de rutina . UV3gs nm.
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5.2.5. Deteccdo de geninas antraquindnicas

Figura 3: Perfis em CCD da pesquisa de geninas antraquindnicas do extrato etandlico da planta inteira de Bidens
pilosa Eluente: tolueno — acetona — cloroférmio (40:5:35) Revelador: KOH 5%. Onde da esquerda para a direita
temos o extrato etandlico e a direita o padréo de 1,8-di-hidroxi-antraquinona UV zss nm.

5.2.6. Deteccdo de heterosideos antracénicos

Figura 4: Perfis em CCD da pesquisa de heterosideos antracénicos do extrato etanolico da planta inteira de Bidens
pilosa Eluente: acetato de etila — metanol — agua (81:11:8) KOH 5%. Onde da esquerda para a direita temos o
extrato etanolico e a direita o padréo de aloina UV3gs nm.
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5.2.7. Deteccdo de triterpenos e esterdides

—

-

-

Figura 5: Perfis em CCD da pesquisa de triterpenos e esterdides do extrato etandlico da planta inteira de Bidens
pilosa Eluente: hexano — acetato de etila (40:20) Revelador LB. Onde novamente a esquerda temos o0 extrato bruto e

a direita temos o g-sitosterol (esterdide) e depois acido oleandico (triterpeno).

5.2.8. Deteccdo de cumarinas

Figura 6: Perfis em CCD da pesquisa de triterpenos e esterdides do extrato etandlico da planta inteira de Bidens

pilosa Eluente: tolueno — éter saturado com 5 gotas de acido acético (80: 20) Revelador: KOH 5%. Onde da
esquerda para a direita temos o extrato etanélico e a direita o padrao de cumarina e escopoletina UV3s5 nm
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5.2.9. Deteccdo de saponinas

Figura 7: Perfis em CCD da pesquisa de triterpenos e esteroides do extrato etanélico da planta inteira de Bidens

pilosa Eluente: cloroférmio — 4cido acético glacial - metanol — agua (15:8:3:2) Revelador Anisaldeido
Sulfarico.Onde da esquerda para a direita temos o extrato etanolico e a direita o padrao de Digitonina

5.2.10. Deteccéo de alcaloides

Figura 8: Perfis em CCD da pesquisa de triterpenos e esterdides do extrato etandlico da planta inteira de Bidens
pilosa Eluente: acetato de etila — acido formico — &cido acético - 4gua — etilmetilcetona (50:7:3:10:30) reagente de

Dragendorff Onde da esquerda para a direita temos o extrato etandlico e a direita o padrdo de Estricnina

Classes Fitoquimicas

Resultado encontrado

Alcaloides
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Cumarinas +

Geninas Flavonicas +

Geninas Antraquindnicas | -

Heterosideos Antracénicos | -

Heterosideos Cardiotbnicos | -

Heterosideos Flavonicos -

Saponinas -

Triterpenos +

Tabela 5: Resultado da prospeccéo fitoquimica (CCD) do extrato etandlico.
Legenda: (-) auséncia, (+) presenca.
Os resultados obtidos no presente estudo foram condizentes com a literatura (LUCCHETTI et al.,

2009), confirmando a presenca dos componentes cl&ssicos desta espécie, dentre eles a presenca de

Cumarinas, Triterpenos e Geninas flavonicas.
4.2 Ensaios Bioldgicos:

4.2.1 Avaliacdo da atividade citotoxica do extrato etanolico e fracbes
O método colorimétrico utilizando MTT - é um ensaio que mede a citotoxicidade das amostras
desejadas através da transformacdo catalisada pelas enzimas mitocondriais succinato-
desidrogenases, onde elas clivam o anel tetrazdlio do sal de tetrazolio, o brometo de 3 - (4’,5” -
dimetiltiazol-2’ - ila) - 2,5-difeniltetrazol (MTT), que possui coloracdo amarela e é hidrossolavel,
em um precipitado azul-violeta insoltvel em meio aquoso, denominado de formazana. (DENIZOT;
LANG, 1986; MOSMANN, 1983b; TWENTYMAN; LUSCOMBE, 1987)

Foi realizada a citotoxicidade do extrato da planta completa (B. Pilosa) e suas respectivas
fracbes, DCM (Diclorometano), Acetato de etila (AcOEt) e hidrometanolica (H20). Além das
fracOes majoritarias fizemos também a atividade citotdxica das fragdes derivadas do refracionamento

da fracdo AcOEt (racionadas empregando a resina de Sephadex LH-20). A atividade citotoxica foi
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realizada empregando as linhagens de célula Vero (derivadas de rins de macaco verde africano) e

MRC-5 (derivada de tecido pulmonar normal de humano).

Para isso todas as 11 amostras foram solubilizadas em DMSO utilizando as concentracgdes de 20

mg/mL para o extrato bruto e as fragbes DCM, AcOEt e H20, e 10mg/mL para as fragdes

refracionadas da fragdo AcOEt sendo feitas oito dilui¢des seriadas em concentra¢des que variam de

400 a 3,125 pg/mL para os extratos e fragcdes. Os resultados das CCso foram representados na tabela

5!
SUBSTANCIA CCagmLt CCupgmL
B. pilosa — Planta inteira > 400,00 280,10 £ 1,66
F. DCM - B. pilosa > 400,00 353,30£1,91
F. AcOEt - B. pilosa > 400,00 > 400,00
F. H,0O - B. pilosa > 400,00 > 400,00
Fr.01 - 16 (GV01) > 100,00 > 100,00
Fr. 17 - 19 (GV02) > 100,00 > 100,00
Fr. 28 — 33 (GV03) > 100,00 79,09 +1,45
Fr. 34 — 40 (GV04) > 100,00 > 100,00
Fr. 45 - 47 (GV05) > 100,00 86,40 + 1,33
Fr. 48 — 51 (GV06) > 100,00 55,17 £1,29
Fr. 49 — 56 (GV07) > 100,00 NT
Ribavirina 52,66 + 1,18 370,40+ 1,20
(Controle positivo) (215,65 = 1,18 uM) (1516,75 + 1,20 uM)
Amantadina 246,20 + 1,44 84,89+ 1,16

(Controle positivo)

(1627,77 + 1,44 uM) (561,26 + 1,16 uM)

Tabela 5: Atividade citotoxica (CCso) dos extratos e fragdes nas células MRC-5 e Vero

NT = néo testado

As fracOes obtidos do extrato de B. pilosa foram relativamente (em comparagdo com o

controle ribavirina) de baixa citotoxicidade, resultados que sdo reforcados por (MEDEIROS,

2013) mostrando que tanto in vivo quanto in vitro que os componentes da planta ndo apresentam

alta toxicidade.

Em nosso trabalho também foi possivel analisar que os componentes mais apolares sdo mais

citotdxicos que 0s mais polares, resultado que estd em consonancia com (KVIECINSKI, 2013)

gque comprovou em seus testes que 0S componentes mais apolares apresentam maior
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citotoxicidade, uma vez que a fracao cloroférmio foi a mais citotoxica em seu trabalho. Porém

de modo geral as substancias da planta ndo apresentam alta citotoxicidade.

4.2.2 Avaliacéo atividade antiviral

Apos o teste de citotoxicidade foram escolhidas oito concentragcGes ndo citotoxicas e
realizou-se o0s ensaios tratando as células Vero infectadas com ZIKV, CHIKV e MAYV. Os
resultados da concentracéo efetiva a 50% (CEso -concentrac¢do da substancia capaz de reduzir

o efeito citopatico viral em 50%) para o extrato etandlico e as fracGes constam da Tabela 5.

O extrato etandlico apresentou atividade contra todos os trés virus testados com CEso
variando entre 84,71 a 182,30 pg.mL™. O melhor resultado foi obtido contra 0 ZIKV com CEso
de 84,71 pg.mL%. O fracionamento inicial ndo melhorou a atividade antiviral apesar da fragdo
em acetato de etila manter a atividade contra os trés virus do estudo. O refracionamento da
fracdo em acetato de etila levou a formacdo de 2 fragcBes com atividade antiviral uma
denominada GVO05 e outra GVO07. A fragdo GV 05 apresentou bons resultados contra o MAY'V,
porém obtivemos um baixo indice de seletividade sendo a mesma considerada citotoxica, e
tivemos também a GV07 apresentou melhor a atividade antiviral contra o0 ZIKV e MAYV em
comparagdo com o extrato de origem apresentando CEso de 4553 e 27,58 pg.mL?,

respectivamente.

Vale ressaltar que apesar de a planta ja ter apresentado resultados antivirais contra o virus
do herpes, citomegalovirus e o virus Sindbis (BRASIL, 2015), seus resultados frente a
arbovirus sdo inéditos e significantes. Tendo em vista também que sdo fracdes, caso mais
estudos sejam realizados, é possivel uma melhora de resultados obtendo fracGes mais
purificadas.
Tabela 6: Avaliagéo da atividade antiviral (CEso) frente aos virus: Zika virus (ZIKV),
Chikungunya virus (CHIKV) e Mayaro virus (MAYYV), em linhagem celular VERO, com

respectivos desvios padrdes (n=3) e indice de seletividade (IS), dos extratos, fracGes e
substancias isoladas da espécie B. pilosa.
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SUBSTANCIA ZIKV? ISP CHIKV ¢ IS MAYV ¢ IS?
: CEso pg.mL-! 3 CE-=so Lllg.mL‘ 3 CEso ig.mL B
Extrato etandlico 84,71 + 3,08 3,31 |182,30+5,31| 154 | 14580+2,85 | 1,92
F. DCM 185,60 + 4,73 1,9 NAe - NA -
F. AcOEt 150,80+2,20 | >2,65|26530+1,54 | >151| 176,50+ 1,97 | >2,27
F. MeOH/H20 NA - NA - NA -
Fr.01 - 16 (GV01) NA - NA - NA -
Fr.17 - 19 (GV02) NA - NA - NA -
Fr.28 - 33 (GV03) NA = NA = NA -
Fr. 34 — 40 (GV04) NA - NA - NA -
Fr. 45— 47 (GV05) NA - NA - 70,47 + 3,77 1,23
Fr. 48 - 51 (GV06) NA — NA - NA —
Fr. 49 — 56 (GV07) 45,53+ 1,93 NT 27,58 +2,82
Ribavirina (Controle positivo) 94,47 £ 2,70 3,92 NA - 29,21+1,39 | 12,68
Amantadina (Controle NT ¢ ~ | 6337+1,70 | 134 NT -
positivo)

2ZIKV: Titulo viral 1x10% TCIDso/mL; ® IS (indice de seletividade) = CCso vero)/ECs0 veroy; ¢ CHIKV: Titulo viral 1x10” TCIDse/mL; ¢
MAYV: Titulo viral 1x10* TCIDs,/mL; ¢ NA: Néo ativo; f — N&o determinado; %: Néo testado.

5 Componentes identificaveis no extrato e fragdes de Bidens pilosa

Extratos de plantas sdo matrizes complexas compostas por diferentes tipos de metabdlitos
bioativos. O isolamento destes constituintes sdo muitas vezes dificies e dispendioso o que leva
a busca de por técnicas fisico-quimicas que permitem a caracterizacdo dos mesmos sem um
isolamento prévio. Sendo assim, no presente estudo foi utilizado a cromatografia liquida de
ultra performance (CLUE) utilizando uma coluna de fase reversa (C18, Reverse Phase)
acoplada ao detector de arranjo de diodos (CLUE-DAD) e/ ou espectrometria de massa (CLUE-
EM).

A CLAE assim como a CLUE com fase reversa utiliza instrumentos sofisticados que podem
ser totalmente automatizados. Estes tipos de cromatografia liquida que empregam colunas

fechadas contendo materiais preparados para receber uma fase mével simples ou complexa que
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é eluida empregando altas pressées, sendo a CLUE a metodologia que emprega uma pressao
ainda maior que a CLAE, com isso possibilitando a capacidade de realizar separa¢des de uma
grande quantidade de compostos presentes em amostras variadas, reduzindo o tempo para uma
escala de poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade. Além de permitir
excelente separacdo, esta técnica possibilita simultaneamente separar, identificar e quantificar
metabdlitos secundarios sem requerer purificacdo excessiva dos extratos (ESCRIBANO-
BAILON; SANTOS-BUELGA; RIVAS-GONZALO, 2004).

A utilizacdo de um arranjo de diodos (DAD) é crucial para o rastreamento de compostos
bioativos, uma vez que muitos destes metabolitos apresentam absorcao de energia que permite
sua identificacdo através de espectros utilizando UV-vis caracteristicos. No entanto, o niUmero
de padrdes disponiveis comercialmente € relativamente pequeno quando comparada com a
grande diversidade de estruturas na natureza, limitando assim o sucesso da CLUE-DAD. Porém
apenas um tipo de identificacdo ndo é o suficiente para ter uma boa identificacdo de amostras
extremamente complexas como as amostras de extrato bruto de uma planta inteira, logo, vé se
a necessidade da utilizacdo de uma forma a mais de identificacdo, como por exemplo a
espectrometria de massas que pode informar com alta precisdo a massa dos componentes que
passam por ela, informando também suas clivagens moleculares, possibilitando uma certa
previsdo do tipo de moléculas presentes nas amostras. Este tipo de metodologia para
identificacdo de compostos naturais também é amplamente utilizado por nosso grupo de
pesquisa confirmando sua eficiéncia (REIS et al., 2020a, 2020b, 2022)

Analisando o perfil cromatografico da fracdo AcOEt e da sub fracdo GV-07, feito por
UPLC-RP-DAD-MS, foi possivel a identificagdo e confirmagdo da presenca de diversos
constituintes quimicos, dentre eles flavonoides que possivelmente sdo 0s responsaveis pela
atividade antiviral. A técnica conjunta CLUE-EM foi utilizada para obter ions moleculares e
fragmentos caracteristicos. Estudos detalhados de fragmentacéo foram realizados na tentativa
de identificacdo dos constituintes presentes nos extratos da espécie em estudo, bem como por

comparagdo com dados previamente publicados na literatura.

5.2.1 Perfil cromatografico da fragdo em acetato de etila e fracdo GV-07
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Foi obtido o perfil cromatografico da fracdo em acetato de etila, na concentracdo de

10mg/mL e o cromatograma estéa apresentado na Figura 10.
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Figura 9: Perfil cromatografico da fracdo AcOEt
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Figura 10: Perfil cromatogréfico fracdo GV-07

Por meio da espectroscopia no UV/VIS de flavonoides dissolvidos em metanol é possivel
realizar uma determinacdo estrutural simples. Segundo (MABRY, T.J.; MARKHAM; THOMAS,
1970) alguns espectros caracteristicos como as de flavonas e flavondis apresentando duas
absorbéancias distintas na regido de 240-400 nm. Esses dois picos sdo designados comumente como
banda I (usualmente de 300-380 nm) e banda Il (usualmente em 240-280 nm). A banda | esta
associada com a absorcdo devida ao sistema cinamoila do anel B, e a banda Il com a absor¢éo

envolvendo o sistema benzoila do anel A (figura 12). Flavonas e flavondis oxigenados no anel A,
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mas ndo no B, tendem a ter a banda Il mais pronunciada que a I. Em moléculas que também
possuem o anel B oxigenado, 0 espectro apresenta a banda | mais pronunciada, a qual aparece em

comprimentos de onda ndo muito distantes.

Banda Il Banda |
sistema sitema
benzoila cinamoila

Figura 112: Sistemas de absorc¢édo em UV-VIS do nucleo aromatico dos flavonoides.

Analisando o espectro obtido em metanol, a posicdo da Banda | fornece informacdes sobre
o tipo de flavonoide assim como o seu padrdo de oxidacdo (MARKHAM, 1982). A banda | das
flavonas ocorre na faixa de 304-350 nm, enquanto que a dos flavondis aparece em 352-385 nm.
Quanto maior a oxidacdo do anel B, maior o deslocamento batocromico da banda 1. Esses efeitos
também podem ser observados para a banda 11 para flavonas e flavonois, quanto maior o padréo de

oxigenacdo no anel A, maior o deslocamento batocrémico da banda Il.

Com as informacdes de UV/VIS, associado em conjunto com as massas e fragmentos
obtidos, um banco de dados publico contendo espectros de variadas substancias e o artigo de
revisdo realizado por (XUAN; KHANH, 2016) tivemos como associar os dados obtidas atraves da
espectroscopia de massas a substancias previamente isoladas desta espécie, propondo assim 0s

provaveis componentes que as amostras continham.

41



Tabela 7: Flavonoides identificados na fragcdo em acetato de etila

Substancia [M+H]" | Tr Fragmentos

1 | 2',4',6'-Trihidroxidihidrochalcona 259,0784 2,7 259,0784; 153,9553

2 | 2'-Hydroxy-a-naftoflavona 289,0889 3,3 289,0889; 287,0730; 127,0390

3 | (2)-6-O- B -D-Glicopiranosil-6,7,3',4'-tetrahydroxiaurona 433,1321 4,1 127,0389; 433,1321; 431.1160

4 | 3',4'5,7-tetrahydroxyflavanona 289,0701 4,3 289,0701; 163.0390; 153.0182; 135.043

5 | Naringenina 273,0750 4,7 273.0750; 271.0783; 216.0630; 153.0172;

147.0436

6 | Sulfuretina 271,0784 4,7 271.0784; 211.0575; 155.031; 147,0654

7 | Maritimetina 287,0547 4,8 287,0547; 163.0385; 161.0238; 153.017;
135,0431; 127,0396

8 | Isookanina-7-O-glicosideo 451,1230 4,9 451.122; 289,0702; 163,0389; 153,0181

9 | Eriodictiol 289,0702 4,9 289.0703;163.0390;153.0182

10 | Okanina 4'-O- B -D-(6"-O-acetilglucosideo) 493.1334 49 289.0708; 271,0603; 163,0389; 153,0180

11 | Campferol-4’-metoxi-O-rutinosideo 609,1889 51 609.1813; 463.1224; 301.0701; 163.038

12 | Quercetina-3,4’-dimetil eter-7-O-rutinosideo 639,1911 53 639.1905; 493,1332; 331,0807

13 | Campferol 287,0544 5,4 287,0547; 261,0228; 153,0181

14 | Okanina 4'-O-p-D-(6"-O-acetylglucosideo) 493.1333 54 493.1328; 289.0702; 163.0388; 153.0180

15 | Hesperetina 303,0855 55 303,0859;177.0540;163.0383;153.0182

16 | Okanina 289,0701 5,6 289.0703;163.0388;153.0181

17 | 2’,4’-dihidroxichalcona 241,0678 5,6 241,0679; 181,0472; 159,0646

18 | Okanina 4'-O-B-D-(6"-trans-p-coumaroil)-glucosideo 597,1593 5,7 597,1620; 309,0964; 289,0705; 147,0439

19 | 4,5',6'-trihidroxichalcona-4’-O-p-D-(6"-acetylglucosideo) 477,1382 58 477,1378; 273,0752; 205,0707; 153.0179;

147.0439

20 | Okanina-4’-0O-B-D-(3",6"-diacetil)-glucopiranosideo 535,1435 6,0 535,1444; 289,0703; 179,0340; 163,0390;
153,0178; 127,0390

21 | Okanina-4-metoxi-1’-O-p-D-(6"-acetilglucosideo) 507.1489 6,1 507.1489; 303,0857; 177.0546;153.0185

22 | 4’,4°5',6', -tetrahidroxichalcona 273.0753 6,2 273.0752;153.0179;147.0439
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OH O

HO OH

Composto 1: 2',4',6'-Trihidroxidihidrochalcona

HO

Composto 3: (2)-6-O- p -D-Glucopiranosil-6,7,3',4'-tetrahydroxiaurona Composto 4: 3',4',5’,7-tetrahidroxiflavanona

Composto 5: Naringenina Composto 6: Sulfuretina
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Composto 10: Okanina 4'-O- B -D-(6"-O-
acetilglucosideo)

Composto 11: 4’-metoxi-campferol-O-
rutinosideo

44



Composto 12: Quercetina-3,4’-dimetil eter- Composto 13: Campferol

7-O-rutinosideo

Composto 15: (-)-hesperetina

Composto 14: Okanina 1'-O-p-D-(6"-O-

acetilglucosideo)

Composto 16: Okanina Composto 17: 2°,4’-dihidroxichalcona
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Composto 19: 4”°,5',6'-trihidroxichalcona-
4’-0O-B-D-(6"-acetylglucosideo)

Composto 18:0kanina 4'-O-p-D-(6"-trans-

p-coumaroil)-glicosideo

Composto 21: Okanina-4-metoxi-1’-O-f-D-

(6”-acetilglucosideo)

Composto 20: Okanina-4’-O-B-D-(3",6"-

diacetil)-glucopiranosideo

Composto 22: 4°,4,5,6, tetrahidroxichalcona
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6 Conclusdo

Extrato e fragBes da espécie Bidens pilosa mostram ser potenciais fontes de substancias
com atividade anti-arbovirus e como em nosso estudo demonstramos que ele apresentou suas
atividades em mais de uma espécie, isto indica que podemos ter mais atividade em outros arbo
virus, abrindo um novo grande leque de possibilidades e incentivos de novos estudos sobre esta
area. Proximas etapas de purificacdo poderiam possibilitar um aumento de sua atividade e uma
melhor seletividade, assim possibilitando também um melhor estudo e uma anélise aprofundada
sobre 0s mecanismos de acdo e quais sao 0s componentes quimicos responsaveis pela atividade
antiviral dos extratos aqui apresentados. Apesar de analises cromatograficas por CCD em silica gel
e por CLUE-DAD-EM de alta resolucdo permitem sugerir que constituintes fendlicos como
flavonoides sdo os principais componentes do extrato e fragdes analisados no presente estudo ainda
temos muitos mais estudos a serem realizados sobre como podemos avancar nesta area.
Ressaltando também que por ser uma planta de facil acesso e de amplo crescimento pelo pais, caso
venhamos a utilizar os componentes desta planta como medicamento sua extracdo muito
provavelmente ndo seria tao cara, apresentando assim uma grande fonte de medicamentos de forma

barata e podendo ajudar grande parte da populacdo carente de nosso pais.
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