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RESUMO

Neste estudo investigou-se o teor e caracterizacdo dos 6leos essenciais,
atividade antioxidante, toxicidade frente a Artemia salina e atividade antimicrobiana,
das partes aéreas da Achyroclines satureoides e Baccharis articulata de acordo com
a variagdo sazonal. Os resultados demonstraram elevados teores de 6leos
essenciais, obtidos por hidrodestilagdo, na primavera (0,10%; m/m) e inverno
(0,43%; m/m) para A. satureioides e B. articulata, respectivamente. Apds analise dos
6leos essenciais por GC/MS, os constituintes majoritarios identificados em todas as
estacbes foram a-pineno (28,5 a 41,7%) e (E)-cariofileno (29,8 a 38,5%) para A.
satureioides e para B. articulata foram B-pineno (24,0 a 32,1%), limoneno (8,45 a
11,2%), espatulenol (9,31 a 10,9%) e (E)-cariofileno (4,61 a 7,80%). Uma variacao
sazonal significativa (p<0,05) no teor de flavondides totais, expressos em quercetina
e atividade antioxidante avaliada através do método de capacidade de captura in
vitro do radical livre DPPH-(1,1—difenil-2—picrilhidrazil) pode ser observada em
ambas espécies estudadas. Em relagdo ao ensaio de toxicidade, pode-se verificar
que as menores Clso (ug mL") foram obtidas na primavera, onde os teores de
flavondides totais apresentaram-se elevados para A. satureioides, enquanto que o
6leo essencial e o extrato bruto metandlico, obtidos das partes aéreas de B.
articulata, foram considerados atoxicos. A atividade antimicrobiana avaliada pela
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) apresentou variacdo
significativa (p<0,05) de acordo com a estagéo. Os resultados obtidos no outono e
inverno foram significativos em relacdo as demais estagdes para A. satureioides,
com CIM de 37,9 ug mL" (outono) e 38,4 ug mL" (inverno) frente a cepa de
Staphylococcus epidermidis ATCC11228; 37,9 ug m"' (outono) e 76,8 pg mL
(inverno) frente a cepa de Bacillus cereus ATCC11778; e 37,9 ug mL™" (outono) e
76,8 ug mL" (inverno) frente a cepa de Klebsiella pneumoniae ATCC13883. Para B.
articulata, o inverno (CIM 312 pg mL™) foi a estacdo que apresentou atividade
significativa frente a cepa de Bacillus cereus ATCC117, quando o 6leo essencial
também apresentou-se efetivo na concentracdo de 78,1 pg mL"' frente a cepa
Klebsiella pneumoniae ATCC13883.

Palavras chaves: variagdo sazonal; A. satureoides; B. articulata
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ABSTRACT

In this study seasonal variation on oil yields and composition, antioxidants
activities, toxicity from Artemia salina and antimicrobial activities, from aerial parts of
Achyroclines satureoides and Baccharis articulata were investigated. Maximum
amount of the hydro-distilled essential oils in spring (0.10%; m/m) and winter (0.43%;
m/m) were observed to A. satureioides and B. articulata, respective. Essential oils
were analyzed by GC/MS. The compounds a-pinene (28.5 a 41.7%) and (E)-
caryophyllene (29.8 a 38.5) were the most abundant component in the all season for
A. satureioides. The p-pinene (23.1% a 32.1%), limonene (8.45 a 11.2%),
espatulenol (9.31 a 10.9%) and (E)-caryophyllene (4.61 a 7.80%) were the most
abundant component for B. articulata. For both species a variation was observed in
the total flavonoids content, express in quercetin and antioxidant activity as
measurements by DPPH- (1,1—diphenyl-2—picrylhydrazyl) free radical-scavenging
ability. Regarding to toxicity, the minor CLso (ug mL™) was observed in the spring,
where the major total flavonoids contents to A. satureioides. To B. articulata, the
essential oil and raw methanolic extract were considered non-toxic. Antimicrobial
activity measurement of determination of minimum inhibitory concentration (MIC)
varied significantly (p<0,05) with different seasons. Autumn and winter were more
significant than other season (MIC 37.9 ug mL™ in autumn and 38.4 pg mL" in
winter) against bacterial strains Staphylococcus epidermidis ATCC11228; 37.9 ug m
" (autumn) and 76.8 ug mL" (winter) against bacterial strains Bacillus cereus
ATCC11778 and 37.9 ug mL" (autumn) and 76.8 ug mL™ (winter) against bacterial
strains Klebsiella pneumoniae ATCC13883 to A. satureioides. For B. articulata, the
major antimicrobial activity occured in winter (312 pg mL™") against bacterial strains
Bacillus cereus ATCC117, when essential oils showed be effective against bacterial
strains Klebsiella pneumoniae ATCC13883 in the concentration of 78.1 pg mL™.

Keywords: seasonal variation; A. satureoides; B. articulata



1. INTRODUCAO

O uso empirico de plantas medicinais, com fins curativos, trata-se de uma
pratica bastante comum, principalmente na faixa populacional de baixo poder
aquisitivo, onde muitas vezes, ha dificuldade de acesso aos tratamentos alopaticos.
4 20 9% 11 Esta pratica contribui de forma significativa para divulgar as
potencialidades terapéuticas dos vegetais, sendo prescritos com freqténcia, mesmo
que a grande parte das plantas utilizadas popularmente nao tenha ainda seus
constituintes quimicos definidos '’

O Brasil, neste quesito, é privilegiado, pois apresenta um variado nimero de
espécies em sua flora, com uma enorme colecdo de plantas, sendo que no Rio
Grande do Sul, vem ocorrendo o desenvolvimento de trabalhos visando o resgate do
conhecimento popular do uso das plantas medicinais '''. Tal fato é comprovado pela
evidencia de que hoje cerca de 25% dos farmacos prescritos no mundo sdo obtidos
direta ou indiretamente de plantas. Além disso, cerca de 49% dos farmacos
desenvolvidos entre 1981 e 2002 foram obtidos a partir de produtos naturais, ou
analogos semi-sintéticos ou ainda compostos sintéticos baseados em produtos
naturais '%.

Dentro deste contexto, pode-se destacar duas plantas pertencentes a familia
Asteraceae amplamente utilizadas na medicina tradicional. A primeira refere-se a
Achyroclines satureiodes (Lam.) DC. (A. satureioides), nativa da América do Sul,

conhecida popularmente como macela *’

€ que possui amplo espectro de
propriedades farmacolégicas, medicinais e terapéuticas '*°. A segunda trata-se da
Baccharis articulata (Lam.) Pers. (B. articulata), conhecida popularmente como

carqueja, sendo extensivamente usada no tratamento ou prevencado de diversas

4 Albuquerque, H. N. et al. Rev. Biol. Ciénc. Terra. 4 (2004) 1-9.

?7 Brasil, Ministério da Satde. Brasilia, Série B. Textos Basicos de Satde, 2006.

*” Cosentino, M. et al. J. Ethnopharmacol. 116 (2008) 501-507.

% Jacoby, C. et al. Rev. Ciénc. Ex. Nat. 4 (2002) 79-89.

'% Koehn, F.E.; Carter, G.T. Nat. Rev. Drug Discov. 4 (2005) 206-220.

""" Lima, S. M. G.; Lima, A. F.; Donazzolo, J. Rev. Bras. Agroecol. 2 (2007) 256-259.
""" Maciel, M. A. M.; Pinto, A. C.; Veiga Jr., V. F. Quim. Nova. 25 (2002) 429-438.

%% Rivera, F.; Gervazb, E.; Serec, C.; Dajas, F. J. Ethnopharmacol. 95 (2004) 359-362.
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patologias '%*.

Tais atividades biolégicas atribuidas a estas plantas estdo correlacionadas a
presenca de compostos quimicos, particularmente metabdlitos secundarios,
biossintetizados pelas mesmas, sendo que a presenca destes compostos pode
auxiliar no progndstico de alguns usos tradicionais '*°.

Porém, além de estudos voltados a elucidacao destes constituintes quimicos,
os fatores expostos, tais como composi¢cdo do solo, indice pluviométrico, altitude,
radiagdo UV, sazonalidade, temperatura, ritmo circadiano devem ser monitorados,
pois podem afetar o conteudo final de metabdlitos secundarios em plantas
medicinais. Por exemplo, a estagdo e/ou o numero de horas que a planta recebe de
radiagdo pode influenciar a fitoquimica das plantas, sendo que alguns compostos
podem estar acumulados em periodos particulares respondendo a alteragoes
ambientais . Além disso, plantas coletadas em diferentes periodos do ano podem
conter novos compostos possiveis com uma bioatividade diferente 2.

Estas variagbes na composicao quimica influenciam diretamente no controle
de qualidade das plantas usadas medicinalmente e, consequentemente no valor
terapéutico podendo ser observadas através da andlise sazonal, ramo da
farmacognosia ainda a ser estudada, mas que mostra-se de indiscutivel importancia
e aplicabilidade, reduzindo custos e maximizando producao e eficacia das drogas
vegetais .

Sendo assim, neste estudo, investigou-se a influéncia da variagdo sazonal
sobre o teor e caracterizagdo dos Oleos essenciais, bem como as atividades
antimicrobianas e antioxidantes, bem como toxicidade frente a Artemia salina (A.

salina) para A. satureioides e B. articulata.

0 Chicourel, E. L. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 7/8 (1997) 59-66.

62 Eloff, J. N. J. Ethnopharmacol. 67 (1999) 355-360.

% Gobbo-Neto, L.; Lopes, N. P. L. Quim. Nova. 30 (2007) 375-381.

'%0 Rasoanaivo, P.; Ratsimamanga-Urverg, S. Napreca, Madagascar, 1993.

% Verdi, L. G.: Brighente, I. M. C.; Pizzolatti, M. G. Quim. Nova. 28 (2005) 85-94.



2. REVISAO DA LITERATURA

A revisdo bibliografica aqui apresentada encontra-se subdividida em cinco
partes, compreendendo o0s principais assuntos abordados neste trabalho. Na primeira
parte, procurou-se demonstrar a importancia das plantas medicinais como beneficio
na prevengdo e tratamento de certas enfermidades. A segunda parte refere-se as
caracteristicas das plantas em estudo, destacando-se usos populares, composicao
quimica e atividades biolégicas comprovadas das mesmas, bem como dados
toxicoldgicos, quando disponiveis. A terceira parte aborda, de maneira mais
detalhada, os principais metabdlitos secundarios encontrados nas plantas em estudo
e a quarta parte as atividades farmacoldgicas que serdo tratadas neste estudo. A
quinta parte destaca a influéncia da variagdo sazonal sobre a composicdo dos
metabdlitos secundarios, bem como no controle de qualidade de plantas empregadas
para fins terapéuticos.
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2.1 Plantas medicinais

Segundo Simdes et al. '"® plantas medicinais podem ser definidas como todos
os vegetais empregados com fins terapéuticos, baseado no conhecimento popular
e/ou cientifico, independentemente da forma em que s&do empregadas.

O uso de preparacdes a base de plantas medicinais, tanto a base de chas ou
emplastos, é tdo antigo quanto a civilizagao e, por muito tempo, plantas e extratos
vegetais constituiram o Unico arsenal terapéutico " '’®. A busca por alivio e cura de
doencgas pela ingestdo de preparados a base de plantas talvez tenha sido uma das

primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais '%°

, sendo que inumeros relatos
literarios elucidam os beneficios terapéuticos das fontes naturais, especialmente das
plantas '¥’.

Em funcao disso, todo um saber empirico sobre quais plantas deveriam ser
utilizadas para determinadas enfermidades, partes a serem empregadas (raiz,
folhas, flores), modo de preparo e época de coleta foram assim acumulados,
primeiro pela transmissdao destes conhecimentos verbalmente e, logo que surgiu a
escrita, tornado permanente pela producdo de manuscritos que o perpetuassem *°.

Entretanto, com o desenvolvimento da quimica organica, os medicamentos
de origem sintética foram se tornando prioritarios nos tratamentos das enfermidades
e 0s recursos oriundos de fontes naturais passaram a serem vistos como
alternativas terapéuticas relacionadas as populagées de menor poder aquisitivo ou a

crencas religiosas e culturais '’

. No entanto, as plantas continuam sendo um
importante recurso terapéutico contribuindo significativamente, tanto como fonte de
diferentes classes quimicas as quais originardo farmacos, de distintas categorias
terapéuticas ou como matéria-prima direta no emprego de cosméticos, alimentos ou
no tratamento de enfermidades '*’.

Neste contexto, o Brasil que possui a maior biodiversidade do mundo,

 Cunha, C. P.; Silva, A. P. Fundacao Caloustre Gerlbenkian, 2004, 310p.
'37 Oliveira, A. H. Berretta, A. A. Rev. Eletr. Farm. 4 (2007) 169-174.

"*" Pinto, A. C. et al. Quim. Nova. 25 (2002) 45-61.

'*! Rates, S. M. K. Rev. Bras. Farmacogn. 11 (2001) 57-69.

'7® Simdes, C. M. O. et al. 4ed. Editora: Universidade/UFRGS/UFSC, 2002.
1% Viegas Jr, C.; Bolzani, V. S. Quim. Nova. 29 (2006) 326-337.
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comportando um grande patriménio genético, vem adquirindo um valor econémico-
estratégico inestimavel, especialmente na area de pesquisa de novos farmacos " *°.
E, apesar de nosso pais apresentar uma ampla biodiversidade, apenas uma
pequena fragao das plantas nativas foram devidamente estudadas °. Acredita-se que
apenas 10%, de aproximadamente 250.000 espécies de plantas existentes na flora
brasileira, tém sido investigadas quimica e farmacologicamente, e destas, somente
uma das partes, como folha, raiz ou caule, ou ainda, somente um tipo de preparagao
como 6leo essencial ou extrato foram estudados na maioria das plantas °” '*%.

Nesta perspectiva, plantas medicinais que se destacam pela amplo
emprego na medicina popular pode-se citar A. satureioides e B. Articulata, ambas da
familia Arteraceae, grupo sistemativo mais numeroso dentro das Angiospermas.

Contudo, apesar de serem plantas amplamente difundidas, necessitam de
maior investigacao cientifica para comprovacao de suas propriedades quimica e

farmacoldgica de modo a garantir qualidade, eficacia e seguranga de uso.

® Almeida, M. M. B. et al. Cienc. Tecnol. Alimen. 22 (2002) 94-97.

%' Calixto, J. B. Ciéncia e Cultura. 55 (2003) 37-39.

* Cragg, G. M.; Newman, D. J.; Snader, K. M. J. Nat. Prod. 60 (1997) 52-60.
* Duarte, M. C. T. Universidade Estadual de Campinas. 7 (2006) 1-7.

158 Ruffa, M. J. et al. J. Ethnopharmacol. 79 (2002) 335-339.



Revisdo da Literatura 6

2.2 Familia Asteraceae

A familia Asteraceae refere-se ao grupo sistematico mais numeroso dentro
das Angiospermas, compreendendo cerca de 1.100 géneros e 25.000 espécies °'.
Cerca de 98% dos géneros desta familia sdo constituidos por plantas de pequeno
porte, sendo encontrados em todos os tipos de habitat, mas principalmente nas

regides tropicais montanhosas na América do Sul .
2.2.1 Achyrocline satureioides (Lam.) DC.

Dentre as plantas empregadas intensamente na medicina popular na regiao

sul do Brasil, Uruguai, Paraguai e Argentina destaca-se a A. satureioides '+ #7126 133

177

Figura 1. Achyrocline satureioides (Lam.) DC.

" Arredondo, M. F. et al. J. Ethnopharmacol. 91 (2004) 13-20.
7 Cosentino, M. et al. J. Ethnopharmacol. 116 (2008) 501-507.
o1 Heywood, V. H. Oxford University Press: New York, 1993.
% Joly, A. B. Sao Paulo: Cia. Editora Nacional, 1967.

'2% Ming, L. C. Universidade Estadual Paulista, 1998.

'%% Rivera, F. et al. J. Ethnopharmacol. 95 (2004) 359-362.

7 Simées, C.M. et al. J. Ethnopharmacol. 22 (1988) 281-293.
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Para esta planta, as denominacbdes populares no Brasil variam para A.
satureioides, dependendo da regido onde sao encontradas, incluindo, macela,
macelinha, carrapichinho-de-agulha, camomila-nacional, marcela-do-campo, alecrim
de parede, marcela-galega, marcela-da-terra, macela-amarela, macela-do-sertao,

5,44, 113, 140, 145 171

cha-de-lagoa, losna-do-mato , marcela-fémea e marcela-macho

2.2.1.1 Descricao botanica

A. satureioides € uma planta anual, aromatica, de porte herbaceo, mondico,
ramificada, de até 1,5 m de altura, caule cilindrico coberto de pilosidade branca, cor
amarelo ouro e odor aromatico e agradavel, com sabor levemente amargo . Possui
folhas externas inteiras, sésseis, lineares a lanceoladas, de até 12,0 cm de
comprimento por 1,8 cm de largura. Os capitulos sdo formados por dois tipos de
flores, reunidas em panicula corimbosa. As flores sdo amarelo-douradas, as centrais
hermafroditas, de corola tubulosa, em niumero de uma a duas e as flores marginais,
quatro ou cinco, femininas, de corola filiforme. Os frutos sdo do tipo aquénio
indeiscente, 0,7 a 0,8 mm de comprimento, obovéide, glabro, pardo, papus alvo,

uniseriado, com cerca de 4,0 mm de comprimento e 20 cerdas ** 77 174,

2.2.1.2 Usos populares

Na medicina popular, A. satureioides € comumente utilizada para os mais
variados tratamentos, tais como problemas digestivos, hepaticos, eupépticos,
carminativos, antiespasmddicos e antidiarréicos, também como diurético, sedativo,
antiinflamatério, antiarterosclerético, hipoglicemiante, fortificante, emagrecedor, bem
como nas desordens do sistema nervoso, na letargia, dores de cabeca e dente
febre, gripe, ansiedade, epilepsia, hipercolesterolemia, hipertrigliceridemia, no

> , Almeida, E. R. S&o Paulo: Hemus, 1993, p. 341.
Correa Junior, C,; Ming, L. C.; Scheffer, M. C. 2ed. FUNEP, Jaboticaba, 1994.
Farmacopela Brasileira. 4ed. Sao Paulo: Atheneu, 2001.
Glangualanl R. N. Darwiniana. 20 (1976) 549-576
% Lorenzi, H. 2ed. Nova Odessa, Instituto Plantarum, 1991, p. 440.
Ollvelra F.; Akisue, M. K.; Akisue, G. Sao Paulo: Editora Atheneu, 1998.
*® Panizza, S. 26ed. Sao Paulo Editora Ibrasa, 2000.
' Silva, F. G. et al. J. Braz. Soc.18 (2007) 990-997
™ Simées, C. M. O. et al. Porto Alegre: UFRGS, 1989.
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tratamento do Pediculus capitis, entre outros usos 26 > 63198, 171,172,193

Na grande maioria das indicagbes A. satureioides é utilizada sob a forma de

chas e/ou infusdes de suas inflorescéncias & 17,

2.2.1.3 Constituintes quimicos

Devido a sua ampla utilizacdo na medicina popular, A. satureioides vem

sendo amplamente estudada do ponto de vista quimico. Dentre os metabdlitos

70, 82, 97

secundarios, destacam-se os flavondides , terpendides, carotendides,

82, 97

cumarinas, esterdides e os 6leos essenciais , componentes derivados de

fenilpirona "%, componentes derivados do tiofeno''® e &cidos caféico, clorogénico e

isoclorogénico % ¥,

Dentre os flavondides presentes no extrato etandlico das
inflorescéncias, destacam-se a quercetina, 3-O-metilquercetina e luteolina ° (Figura
2).

De acordo com Gillij et al. "®

o terpineno é o constituinte majoritario do 6leo
essencial de A. satureioides, seguido do limoneno e do a-pineno. O alto teor de o e
B pinenos coloca a espécie como uma fonte potencial destas substancias
importantes para a sintese de medicamentos e cosméticos, além de seu largo uso

na sintese de produtos utilizados na produgao de compostos aromaticos '°.

19

2 Bauer, L. Rev. Bras. Farm. 60 (1979) 97-100.

Borges, D. B. Dissertagao (Mestrado em Farmécia) UFSC, Florian6polis-SC, 2005.

% Desmarchelier, C.; Coussio, J. Ciccia, G. Braz. J. Med. Biol. Res. 31 (1998)1163-1170.
% Dickel, M. L.; Rates, S. M.; Ritter, M. R. J. Ethnopharmacol. 109 (2007) 60-71.

8 Fachinetto, J. M. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 17 (2007) 49-54.

" Ferraro, G.E.; Norbedo, C.; Coussio, J.D. Phytochem. 20 (1981) 2053-2054.

78 Gillij, Y. G.; Gleiser, R. M.; Zygadlo, J. A. Biores. Technol. 99 (2008) 2507-2515.

8 Gugliucci, A.; Menini, T. Life Science 71 (2002) 693-705.

%’ Kadarian, C. et al. Pharmacol. Res. 45 (2002) 57-61.

"¢ Macedo, M. E. et al. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz. 92 (1997) 565-570.

'“8 Pio Corréa, M. Minist. Agric. Instit. Bras. Desenv. Flor. 1974.

'%8 Ruffa, M. J. et al. J. Ethnopharmacol. 79 (2002) 335-339.

! Silva, F. G. et al. J. Braz. Soc.18 (2007) 990-997.

"7 Simdes, C. M. Fitoterap. 59 (1988) 419-421.

'”> Simées, C. M. O. et al. 5ed. Porto Alegre: Editora da UFRGS, 1998.

'98 Viendruscolo, G. S.; Rates, S. M. K.; Mentz, L. A. Rev. Bras. Farmacogn. 15 (2005) 361-372.
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Figura 2. Estruturas quimicas: (1) Quercetina (3, 5, 7, 3, 4, - pentaidroxiflavona); (2) 3-0-
metil%grcetina (isoramnetina); e (3) Luteolina (5, 7, 3", 4 -tetraidroxiflavona). Fonte: Silva
etal.

2.2.1.4 Atividades bioldgicas comprovadas

Segundo Rivera et al. ' A. satureioides possui um amplo espectro de
atividades farmacolégicas e, pesquisas tém demonstrado o uso do éleo essencial e

extrato em diversas enfermidades. Nos estudos realizados, foram comprovadas

177

farmacologicamente as atividades antiespasmédica, sedativa '**, antimicrobiana,

11, 53, 82, 97

imunoestimuladora de linfécitos T CD8 * '* 32 citoprotetora , moduladora da

lipoproteina de baixa densidade (LDL) ®, citotéxica contra carcinoma hepatocelular

9 Anesini, C.; Perez, C. J. Ethnopharmacol. 39 (1993) 119-128.

"' Arredondo, M. F. et al. J. Ethnopharmacol. 91 (2004) 13-20.

'* Asolini, F. C.; Tedesco, A. M.; Carpes, S. T. Braz. J. Food Techn. 9 (2006) 209-215.

% Calvo, D. et al. Rev. Latinoamerican. Microbiol. 48 (2006) 247-255.

*% Desmarchelier, C.; Coussio, J. Ciccia, G. Braz. J. Med. Biol. Res. 31 (1998)1163-1170.
8 Gugliucci, A.; Menini, T. Life Science 71 (2002) 693-705.

%7 Kadarian, C. et al. Pharmacol. Res. 45 (2002) 57-61.

158 Rivera, F.; Gervazb, E.; Serec, C.; Dajas, F. J. Ethnopharmacol. 95 (2004) 359-362.
1% Sjlva, T.M.S. et al. Quim. Nova. 26 (2003) 517-522.

"7 Simbes, C.M. et al. J. Ethnopharmacol. 22 (1988) 281-293.
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humano '*® ™8 hepatoprotetor e colerética *, hipoglicemiante % 82

| 21, 155, 200

, anti-hemética,

antiinflamatéria, analgésica 2, antivira 11, 58, 82, 149

177

, antioxidante , relaxante

da musculatura lisa "7, inseticida e tripanocida '*’ e fotoprotetora apds aplicagcédo
topica 2.

Além disso, andlises de citotoxicidade dos extratos aquosos das
inflorescéncias recém coletadas e apdés armazenamento de 30 meses de A.
satureioides, utilizando o sistema teste vegetal de Alliun cepa, demonstraram que 0s
extratos apresentam potencial terapéutico para inibicao do ciclo celular, indicando a
atividade anti-proliferativa e citotdxica desta espécie . Estudos in vitro realizados
mostraram que extratos aquosos das inflorescéncias desta planta inibiram em 67% o
desenvolvimento de células cancerosas °.

A. satureioides tem demonstrado atividade mutagénica in vitro contra
Salmonella e Escherichia coli, atribuida principalmente a quercetina, o que pode
explicar o seu uso popular em diarréias e infeccdes intestinais % 7% 18 A
capacidade inibitéria significativa contra Bacilus subtilis e Staphylococcus aureus do
extrato etandlico das sementes foi constatada cerca de 20 anos atras '?%. A pesquisa
pré-clinica realizada com o intuito de avaliar farmacologicamente o extrato aquoso
de A. satureioides confirmou a acao antiinflamatéria, verificada pelo aumento da
permeabilidade vascular #’. O estudo realizado com a infusdo das inflorescéncias da
A. satureioides demonstrou que o mesmo pode exercer efeitos imunomoduladores

severos com seu uso tradicional 4" %2,

' Arisawa, M. Nat. Med. 48 (1984) 338-347.

""" Arredondo, M. F. et al. J. Ethnopharmacol. 91 (2004) 13-20.

2! Bettega, J.M. et al. Phytother. Res. 18 (2004) 819-823.

27 Brasil, Brasilia. Textos Basicos de Satde, 2006.

% Carney, J.R. et al. J. Nat. Prod. 65 (2002) 203-205.

*" Cosentino, M. et al. J. Ethnopharmacol. 116 (2008) 501-507.

*2 De Souza, K.C.; Bassani, V.L.; Schapoval, E.E. Phytomedic. 14 (2007) 102—108.
% Desmarchelier, C.; Coussio, J. Ciccia, G. Braz. J. Med. Biol. Res. 31 (1998)1163-1170.
% Fachinetto, J. M. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 17 (2007) 49-54.

% Gugliucci, A.; Menini, T. Life Science 71 (2002) 693-705.

% Kadarian, C. et al. Pharmacol. Res. 45 (2002) 57-61.

'22 Martins, D. G. et al. Resumos. Sao Paulo: EPM, n.29, 1988

28 Morquio, A.; Rivera-Megret, F.; Dajas, F. Phytother. Res. 19 (2005) 486—490.

"% Polydoro, M. et al. Life Scienc. 74 (2004) 2815-2826.

'%° Robinson, W. E. et al. Proceed. Nat. Academ. Scienc., USA. 93 (1996) 6326-6331.
157 Rojas De Arias, A. et al. J. Ethnopharmacol. 45 (1995) 35-41.

'%8 Ruffa, M. J. et al. J. Ethnopharmacol. 79 (2002) 335-339.

72 Simges, C. M. Antiinflamatory Fitoter. 59 (1988) 419-421

"7 Simbes, C.M. et al. J. Ethnopharmacol. 22 (1988) 281-293.

'8 Souza, K. C. B. et al. J. Pharm. Biomed. Anal. 28 (2002) 771-777.

200 Zanon, S.M. et al. Rev. Latinoamerican. Microbiol. 41 (1999) 59-62.
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2.2.1.5 Toxicologia

A. satureioides tem sido objeto de estudos farmacologicos e clinicos desde os
anos 80 visando a sua validacdo. Em experiéncias com animais, tém sido
comprovadas suas propriedades analgésica, antiinflamatoria, relaxante muscular
externo e interno (musculos gastrintestinais), sem nenhum efeito colateral téxico 2
177.

Gutkind et al. 8, Simées ' e Sonaglio ', afirmam que os extratos aquosos a
frio, a quente e etandlico, ndo causaram mudang¢as comportamentais ou morte em
animais de laboratério apds 48 horas de administragdo endovenosa. O macerado
hidroalcodlico ndo apresentou toxicidade mesmo apés ter sido submetido a

degradacéo térmica. Vargas et al. '

, hdo encontrou atividade mutagénica direta dos
extratos brutos de A. satureioides. O mesmo autor detectou mutagenicidade positiva
em microorganismos na presenga de ativagdo microssomal.

Rivera et al. ' testaram a toxicidade aguda (niveis de doses de 30-300 mg
kg") do extrato aquoso da A. satureioides, administrados intraperitonialmente e
oralmente em ratos. O extrato apresentou baixa toxicidade quando administrado
intraperitonealmente e nenhuma toxicidade quando administrado oralmente. A CLs
(concentracao letal para 50% dos animais vivos) dos extratos aquosos demonstrou

ser maior que 5 g kg™ quando administrado por via gastrica.
2.2.2 Baccharis articulata (Lam.) Pers.

O género Baccharis € caracterizado botanicamente por apresentar espécies
na forma de arbustos ou como pequenas arvores '°. Esta representado por mais de
500 espécies, distribuidas principalmente no Brasil, Argentina, Colémbia, Chile e

México, ocupando as regides mais elevadas '". Como recentemente revisado por

’® Giuliano, D.A. Darwiniana. 39 (2001) 131-154.
83 » Gutkind, G.O. et al. Fitoter. 5 (1981) 213-218.
Malagarrlga Herras, R. D. P. Mem. Soc. Cienc. Nat. 23 (1976) 129-224.
Rlvera F. et al. J. Ethnopharmacol. 95 (2004) 359-362.
Slmoes C. M. Fitoter. 59 (1988) 419-421.
"% Simées, C. M. O. Dissertagdo. (Mestrado em Farmacia) UFRGS, Porto Alegre-RS, 1984.
7 Slmoes C.M. et al. J. Ethnopharmacol. 22 (1988) 281-293.
Sonagllo D. Dissertagao (Mestrado em Farmécia) UFRGS, Porto Alegre, 1987.
Vargas V. M. F. et al. Mutation Res. 240 (1990) 13-18.
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Verdi et al. '® no Brasil estdo descritas, pelo menos, 120 espécies de Baccharis,
com a maior parte localizada na regiao sudeste do pais, utilizadas na forma de chas
na medicina popular para controle e/ou tratamento de varias doencas, apresentando
elevado valor sécio-econémico #°: 71 89101, 194

De modo geral, as espécies amplamente reconhecidas na medicina
alternativa e mais estudadas parecem ser a B. trimera seguida de B. articulata,
espécies aladas usadas indistintamente na medicina popular como diurética e

estomaquica 23046,

A B. articulata (Figura 3) € nativa nos campos do sul do Brasil, Paraguai,
Uruguai e norte e centro da Argentina. Apresenta como nomes populares carqueja-
doce, carquejinha, carqueja-do-morro, carqueija, carqueja-mitida ou vassoura '8 4>
129. 170 Esta espécie também pode ser encontrada com as seguintes sinonimias

Conyza articulata (Lam.), Molina articulata (Lam.) Less '®.

7 Alonso, J. R. Bueno Aires: Isis, 1998.

8 Barroso, G. M. Rodriguésia. 28 (1976)1-273.

Budel, J. M. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 14 (2004) 41-48.

Budel, J. M. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 15 (2005) 268-271.

Corréa, M. P. Imprensa Nacional: Rio de Janeiro, 1984, vol. 1-6.

46 Cortadi, A. et al. Pharm. Biol. 37 (1999) 357-365.

Franco, I. J. 5ed. Imprimax: Chapec6, 1995.

He, K. et al. Phytochem. 41(1996) 1123-1127.

%" Korbes, C. V. 48ed. Grafit: Francisco Beltrao, 1995.

129 Mors, W. B.; Izzini, C. T.; Pereira, N. A. Michigan: Reference Publications, 2000.
"7 Silva Junior, A. A. Itajai: Epagri, 1997. CD-ROOM.

'8 giqueira, N. C. S.; Alice, C. B.; Thiesen, F. V. Cad. Farm. 4 (1988) 63-76.

"% Verdi, L. G.; Brighente, I. M. C.; Pizzolatti, M. G. Quim. Nova. 28 (2005) 85-94.
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Figura 3. Baccharis articulata (Lam.) Pers.

2.2.2.1 Descricao botanica

B. articulata € encontrada como um arbusto pequeno, ramificado, muito
variavel na altura com ramos sem folhas, dialados, com alas interrompidas
alternadamente, de forma desigual, estreita ou larga, planas e levemente onduladas,
verdes, as vezes brilhantes, membranosas a levemente coriaceas '"*. A presenca
dos ramos da B. articulata com alas articulatas e extremidades arredondadas séo
caracteristicas morfolégicas que as diferencia de B. trimera. Além disso,
microscopicamente, é verificada a presenca de muitos cristais de oxalato de célcio.
Na caracterizagdo da secgao transversal das alas verifica-se, nas depressdes
epidérmicas, a inser¢do de pélos glandulares, unicelular e com 2 ou 3 células

sobrepostas e aplastadas contendo esséncia '&.

2.2.2.2 Usos populares

No Rio Grande do Sul, é utilizada em substituicdo a B. trimera, principalmente
na forma de chas com indicagcdes para males do estdmago, figado, anemias,

' Simées, C. M. O. et al. Porto Alegre: UFRGS, 1989. 176 p.
"% Sjqueira, N. C. S.; Alice, C. B.; Thiesen, F. V. Cad. Farm. 4 (1988) 63-76.
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inflamacodes, diabetes, doencas na prostata, Ulceras, anti-helmintico, afrodisiaco,

44, 101

para 0 processo de desintoxicacdo do organismo , febrifuga, diurética,

hepatoprotetora, antianémica e colagoga e, para uso externo, como anti-séptica e
secante de Ulceras " *> '°. Na Argentina, acredita-se que B. articulata apresenta
atividade no tratamento da impoténcia sexual masculina e da esterilidade feminina.
No Paraguai é usada como anti-hipertensiva '®8. Além de medicinal, vem sendo

utilizada também na fabricacdo de cerveja como substituinte do lapulo 8.
2.2.2.3 Constituintes quimicos

InvestigacOes fitoquimicas e biolégicas em cerca de 120 espécies desse
género resultaram principalmente no isolamento de flavondides agliconas com o

grupo flavonas mais freqlientemente encontrado 2> ¢ 187 1% diterpenos e terpenos

51,74, 76, 194

do grupo clerodano e labdano , taninos *% 1% triterpeno, 6leos essenciais

€8. 73,108, 142 mrincipios amargos (lactonas) e saponinas (que estimulam a secregao

23, 142, 163, 175

gastrica) , além de resina, vitaminas, polifendis, o e B-cardieno,

calameno, eledol e eudesmol ™°.

A analise farmacogndéstica de B. articulata mostrou a presenca de flavonéides,

heterosideos cardioténicos, taninos ', diterpenos °'

141

e outros compostos fendlicos

7 Alonso, J. R. Bueno Aires: Isis, 1998.

'8 Barroso, G. M. Rodriguésia. 28 (1976)1-273.

28 Bianchi, N. R. et al. Rev. Bras. Farm. 74 (1993) 79-80.

* Corréa Junior, C,; Ming, L. C.; Scheffer, M. C. 2ed. FUNEP, Jaboticaba, 1994.
> Corréa, M. P. Imprensa Nacional: Rio de Janeiro, 1984, vol. 1-6.

> Dai, J. et al. Phytoch. 34 (1993) 1087-1090.

®8 Ferracini, V. L. et al. J. Essent. Oil Res. 7 (1995) 355-367.

"8 Frizzo, C. D. et al. Flav. Fragr. J. 16 (2001) 286-288.

™ Fullas, F. et al. Tetrahedron. 47 (1991) 8515-8522.

76 Gianello, J. C. et al. Acta Farm. Bonaer. 19 (2000) 99-1083.

%" Korbes, C. V. 48ed. Grafit: Francisco Beltrdo, 1995.

1% | awrence, B. M.; Company, R. J. R. T. Perfum. Flav. 24 (1999) 53-63, 1999.
'3 Oliveira, F.; Akisue, G. 2ed. Sao Paulo: Editora Atheneu, 2000.

! Qliveira, S. Q. D. et al. Free Rad. Res. commun. 37 (2003) 555-559.

'“2 Ortins, G. M. M.; Akisue, G. Lecta. 18 (2000) 9-32.

1054 M. F. A.; Neves, L. J. Rev. Bras. Farm. 77 (1996) 88-96.

'%% Santos, C. A. M.; Torres, K. R.: Leonart, R. 2ed. Sdo Paulo: icone, 1988.

167 Sharp, H. et al. Biochem. System. Ecolog. 29 (2001) 105-107.

7% Sjlva Janior, A. A. Itajai: Epagri, 1997. CD-ROOM.

7> Simées, C. M. O. et al. 5ed. Porto Alegre: Editora da UFRGS, 1998

'8 gjqueira, N.C.S.; Alice, C.B.; Thiesen, F. V. Cad. Farm. 4 (1988) 63-76.

188 Takeda, I. J. M.; Farago, P. V. Curitiba, Serzegraf, 2001.

% Verdi, L. G.: Brighente, I. M. C.; Pizzolatti, M. G. Quim. Nova. 28 (2005) 85-94.
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A ocorréncia de diversos terpendides, principalmente monoterpenos (o-
pireno, PB-pireno, d-pineno) e sesquiterpenos (carquejol, ésteres terpénicos), foi

observada nos 6leos essenciais de B. articulata ® %8 10 178,203

2.2.2.4 Atividades bioldgicas comprovadas

Dentre as atividades biologicas pode-se destacar a capacidade antiviral in
vitro ?® e antioxidante in vitro '*'. A atividade antioxidante do extrato bruto, etanélico
e aquoso, juntamente com as fracdes diclorometano, acetato de etila e n-butandlica
obtidas a partir do extrato aquoso de B. articulata foram determinadas usando os
ensaios TRAP e TBARS (potencial reativo antioxidante total, do inglés, Total
Reactive Antioxidant Potential e espécies reativas do acido barbiturico, do inglés,
Thiobarbituric Acid Reactive Species). A fracao n-butandlica demonstrou ser a mais
efetiva e seu composto majoritario foi isolado e identificado como 4' - O - 3 - d -
glicopiranosil - 3', 5' - dimetoxibenzil — caffeate '*'.

2.2.2.5 Toxicologia

Na literatura, ndo foram encontrados dados referentes a toxicologia desta
espécie, porém, Ruiz et al. ' citam que o consumo do cha de carqueja deve ser
proibido para gestantes (risco comprovado de aborto) e para pacientes que utilizam
drogas para tratamento de problemas pressoricos (agdo hipotensora). Além disso, o
mesmo autor refere-se a necessidade de um maior conhecimento sobre as plantas
medicinais utilizadas popularmente, ndo apenas para a confirmacao das atividades

descritas pelo uso tradicional, mas também para que o0 uso seguro seja estabelecido.

® Agostini, F. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 15 (2005) 215-220.

® Ferracini, V. L. et al. J. Essent. Oil Res. 7 (1995) 355-367.

% ago, J. H. G. et al. Biochem. System. Ecol. 36 (2008) 737-740.

! Oliveira, S. Q. D. et al. Free Rad. Res. commun. 37 (2003) 555-559.
' Ruiz, A. L. T. G. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 18 (2008) 295-300.
'7® Simoes-Pires, C. A. et al. Plant. Syst. Evol. 253 (2005) 23-32.

200 7anon, S.M. et al. Rev. Latinoamerican. Microbiol. 41 (1999) 59-62.
203 Zunino, M. P. et al. J. Essent. Oil Res. 16 (2004) 61-63.
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2.3 Metabolitos secundarios

2.3.1 Oleos essenciais

Os Odleos essenciais sao compostos complexos naturais e volateis,
caracterizados pelo forte odor caracteristico, sendo produzidos por plantas
aromaticas como metabdlito secundério. Desde a ldade Média, tém servido de base
para diversas aplicagcbes na medicina popular devido suas propriedades
bactericidas, antivirus, antifingica, medicinais e arométicas, sendo empregados na
preservagdo de alimentos e como antimicrobiano, analgésico, sedativo,
antiinflamatério, espasmolitico e anestésico local 1" %°.

No presente momento sdo conhecidos aproximadamente 3000 Oleos
essenciais, e destes, 300 sdo comercialmente importantes, especialmente nas
industrias farmacéuticas, agronémicas, alimenticias, cosméticas, e de perfumes '’.
Além disso, estudos estabeleceram que aproximadamente 60% dos 6leos essenciais
possuem propriedades antifUngicas e que 35% apresentam propriedades
antibacterianas #2284 110,

Os compostos dos 6leos volateis incluem dois grupos com base na origem
biossintética, os derivados dos terpenoides formados pela via do acido mevaldnico-
acetato e derivados do fenilpropandide, compostos aromaticos formados pela via do
acido chiguimico. Os compostos terpénicos, derivados dos terpendides, constituem a
maioria dos éleos essenciais. Sua biossintese (Figura 4) consiste na sintese do
precursor isopentanildifosfato (IPP), seguida da formag¢ao do esqueleto terpénico e
modificagdes enzimaticas secundaria (reagdo redox) do esqueleto para atribuir

propriedades funcionais aos diferentes terpenos '’.

"2 Arruda, T. A. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 16 (2006) 307-311.

"7 Bakkali, F. et al. Food Chem. Toxicol. 46 (2008) 446-475.

22 Bhavanani, S. M.; Ballow, C. H. Curr. Opin. Microbiol. 3 (2000) 528-534.

8 Hammer, K. A.; Carson, C. F.; Riley, T. V. J. App. Microb. 86 (1999) 985-990.
"% ima, I. O. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 16 (2006) 197-201.

130 Nascimento, P. F. C. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 17 (2007) 108-113.
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Figura 4. Biossintese de terpenos (IPP-Isopentilpirofosfato; DMAPP-Dimetil-alil-pirofosfato). Fonte:

Harbone %

Estes compostos podem ser classificados como hemiterpenos (Cs),

monoterpenos (C1p), sesquiterpenos (C1s), diterpenos (Cy), triterpenos(Cso) €
tetraterpenos (C4o), sendo os dois primeiros encontrados preferencialmente. Os

terpenos que contém oxigénio sdo chamados de terpendides '’

'” Bakkali, F. et al. Food Chem. Toxicol. 46 (2008) 446-475.
8 Harbone, J. B. 4ed. London: Academic, Press 1993.
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2.3.2 Flavonoéides

Os flavondides, biossintetizados a partir da via dos fenilpropanoides (Figura
5), constituem uma importante classe de polifendis, presentes em relativa

abundancia entre os metabdlitos secundarios de vegetais '"°.

O‘ OH

3x “ + ‘
CoAS (o) CoAS

Acetil-CoA 4-cumaril-CoA

Flavanona

Figura 5. Biossintese dos flavonoides. Fonte: Simées et al. '’

Esta classe de metabdlitos secundarios representa um papel de defesa das
plantas frente a radiacao ultravioleta (UV) da luz solar, pois absorvem a radiacao
eletromagnética na faixa do UV e do visivel. Além disso, podem representar uma

76 Simées, C. M. O. et al. 4ed. Editora: Universidade/UFRGS/UFSC, 2002.
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barreira quimica de defesa contra microorganismos (bactérias, fungos e virus),
insetos e outros animais herbivoros. Porém, os flavondides também atuam em
relacionamentos harmoénicos entre plantas e insetos, atraindo e orientando esses
animais até o néctar, contribuindo enormemente para a polinizagao . Além disso,
esta classe de compostos desempenha um importante papel na saude humana por

apresentarem atividade antioxidante '%°.

Foi demonstrado, que a ingestao de
maiores quantidades de flavondides, encontrados em alimentos de origem vegetal
tais como verduras, frutas, chas, mel, favorece uma consideravel redugao no risco

190 Neste sentido, ha um interesse

de morte por acidentes cardiovasculares
econdmico crescente em plantas medicinais que apresentam alto teor de flavondides
decorrente de suas diferentes propriedades, farmacoloégica, como por exemplo,
anticarcinogénica, antiinflamatéria, antialérgica, antiulcirogénica, antivirais entre

176

outros As classes de flavonbdides e algumas caracteristicas conhecidas

destacando a importancia dos mesmos estdo demostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Classes de flavondides e algumas caracteristicas conhecidas.

Classes Numero aproximado de Caracteristicas
estruturas conhecidas

Flavonas, flavonois e seus 1660 Co-pigmentagdao em flores; protetores

O-heterosideos contra raios UV nas folhas

C-heterosideos 303 -

Antocianos 256 Pigmentacao do vermelho até o azul

Chalconas 197 Pigmentacdo amarela

Auronas 29 Pigmentacdo amarela

Di-hidro-flavonois 110 Estdo presentes freqientemente em
tecidos de madeiras

Flavanonas 319 Podem apresentar sabor amargo

Di-hidro-chalconas 71 Podem apresentar sabor amargo

Flavanas,,leucoantocianidi 309 Substancias adstringentes com

nas e proantocianidinas propriedades tanantes

Isoflavondides 630 Propriedades estrogénicas e/ou
antifingicas

Neoflavondides 70 -

Biflavonoides 134 Propriedades antifungicas

Outras estruturas 100 -

Fonte: Simdes etal. '"°

190 Koehn, F.E.; Carter, G.T. Nat. Rev. Drug Discov. 4 (2005) 206-220.

'7® Simodes, C. M. O. et al. 4ed. Editora: Universidade/UFRGS/UFSC, 2002.
%0 van Vuuren, S. F. et al. J. Botan. 73 (2007) 441-448.

'% Viegas Jr. C.; Bolzani, V. S. Quim. Nova. 29 (2006) 326-337.



Revisao da Literatura 20

2.4 Atividades Farmacologicas

2.4.1 Atividade citotoxica

Todas as vantagens do uso de plantas no combate a doencgas, sejam pelo
uso na medicina popular, ou pela semi-sintese em laboratérios, ndo podem servir
apenas como prova irrefutavel de eficacia e seguranca. Deve-se lembrar que a
planta utilizada como medicamento € um xenobidtico, ou seja, um produto estranho
ao organismo. Como todo o corpo estranho, os produtos de sua biotransformacao
podem ser potencialmente toxicos 6.

Sendo assim, um dos ensaios preliminares que tem sido empregado para
avaliar a toxicidade destas plantas refere-se ao bioensaio de toxicidade utilizando A.
salina.

A. salina (Figura 6) é um crustaceo da classe Anostracea, que vive em aguas
salgadas em todo o mundo, possui alguns mecanismos de adaptag¢ao que as tornam
cosmopolitas, como a osmorregulacao, presenca de pigmentos respiratdrios como a
hemoglobina e a disponibilidade de alternativas reprodutivas que facilitam a
dispersdo e perpetuacdo da espécie '*. Sabe-se que a A. salina apés eclosdo e
fornecimento dos naupilos (forma mais evoluida) necessitam retirar do meio salino
seus nutrientes para alimentacdo e sobrevivéncia. Essa retirada consiste na
constante passagem do liquido salino com nutrientes, pelo organismo do naupilo
que funciona desse modo como um pequeno filtro de nutrientes '*2.

Nesse sentido, o ensaios de toxicidade frente a A. salina avalia a presenga de
compostos toxicos no extrato a ser testado que inevitavelmente levariam a morte do

animal durante o ensaio '*.

'32 Niero, R. UFSC, Florianépolis — SC, 1991.
'3 Noschang, L. TCC, Universidade Comunitaria Regional de Chapecé. Chapecé-SC, 2003.
78 Simodes, C. M. O. et al. 4ed. Editora: Universidade/UFRGS/UFSC, 2002.
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Figura 6. Artemia salina visualizada em microscopio.

Além disso, o bioensaio de toxicidade usando A. salina tem sido amplamente
empregado para a detecc¢do de toxinas fungicas, toxicidade de extratos de plantas,
metais pesados, toxinas de cianobactérias e pesticidas °, porém, os dados nio
podem ser extrapolados diretamente ao homem, tendo em vista que trata-se de

organismos diferentes .

2.4.2 Atividade antioxidante

O oxigénio molecular e seus radicais sdo os reagentes mais importantes na
bioquimica dos radicais livres nas células aerdbicas. O termo “espécies reativas de
oxigénio” (ROS, sigla do inglés, reactive oxygen species) inclui os radicais livres
contendo oxigénio, como o anion superoéxido (O2’), o radical hidroxila (HO), o radical
peroxila (ROQO) e espécies nao radicalares como o peréxido de hidrogénio (H20,) e
o oxigénio singlete ('0,), os quais sdo frequentemente gerados como subprodutos
de reacdes biologicas ou por fatores exdgenos que podem causar um grande
namero de desordens celulares ao reagir com lipideos, proteinas, carboidratos e
acidos nucléicos. Estas espécies estdo envolvidas tanto no processo de
envelhecimento, como também em muitas complicacbes biolégicas, incluindo
inflamagéao crdnica, problemas respiratorios, doencas neurodegenerativas, Diabetes
mellitus, Aterosclerose, doencas auto-imunes das glandulas enddcrinas,

% Carballo, J. L. et al. Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia. Madrid — Espanha, 2002.
¥ Noschang, L. TCC, Universidade Comunitaria Regional de Chapecé. Chapeco-SC, 2003.
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carcinogénese e mutagénese 8.

Neste sentido, os antioxidantes sdo substancias utilizadas para inibir, prevenir
ou retardar os danos provocados pelos processos oxidativos, podendo atuar através
da inibicdo dos radicais livres (antioxidante primario) ou por outro mecanismo que
ndo envolva a inibicdo direta dos radicais livres (antioxidante secundario) '%°. A
atividade antioxidante é uma caracteristica individual de cada substancia, definida
como a soma dos mecanismos enddgenos e exdgenos disponiveis para garantir o
equilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes 2*. Antioxidantes sintéticos como
o butil-hidroxitolueno (BHT) e butil-hidroxianisol (BHA) tém sido amplamente
empregados. Porém, acredita-se que estes antioxidantes possam estar associados
aos processos de carcinogénese. As duvidas em relagdo a seguranca destes
compostos incentivam o consumo de antioxidantes de origem natural, bem como a
pesquisa por novos agentes antioxidantes naturais, que tenham a mesma funcéo e
eficiéncia dos antioxidantes sintéticos ''® 46,

Desta forma, a natureza quimica e a atividade de antioxidantes naturais tém
sido investigadas, sendo que os antioxidantes isolados de diversas plantas sdo os
polifendis, o0s quais também demonstraram atividades bioldgicas como
antibacteriana, anticarcinogénica, antiinflamatoéria, antialérgica, antioxidante e
antiviral '%”. A atividade antioxidante dos polifenéis é atribuida principalmente as
suas propriedades redutoras, onde doam hidrogénio, neutralizando os radicais de
oxigénio '®. Os compostos intermediarios, formados pela acdo de antioxidantes
fendlicos, sdo estaveis devido a presenca do anel aromdtico, o qual entra em
ressonancia, estabilizando a estrutura ®. Acredita-se que a grande concentragdo e a
diversidade de antioxidantes presentes nas plantas devem-se ao fato de que as
mesmas precisam se proteger dos radicais livres gerados pelo estresse oxidativo,

provocado pelos raios solares e pela exposicdo ao oxigénio '

8 Andrade, C. A. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 17 (2007) 231-235.

'® Atoui, A. K. et al. Food Chem. 89 (2005) 27-36.

2 Biesalski, H. K. et al. Clinic. Nutrit. 16 (1997) 151-155.

8 Haslam, E. J. Nat. Prod. 59 (1996) 205-215.

1% Kviecinski, M. R. Dissertagao (Mestrado em Farmacia) UFSC Florianépolis-SC, 2007.

' Larson, R. A. Phytochem. 27 (1988) 969-978.

"8 Madsen, H. L.; Bertelsen, G. Tr. Food Scienc. Techn. 6 (1995) 271-277.

'29Mariutti, L. R. B.; Bragagnolo, N. Braz. J. Food Technol. 10 (2007) 96-103.

"% Passotto, J. A.; Penteado, M. V. C.; Mancini-Filho, J. Ciénc. Tecn. Alimen.18 (1998) 68-72.
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Varios métodos foram desenvolvidos para avaliar a atividade antioxidante de
diferentes amostras, sendo que alguns métodos determinam a capacidade dos
antioxidantes em sequUestrar radicais livres gerados no meio reacional e outros
avaliam a eficiéncia dos antioxidantes em inibir a peroxidacao lipidica. Dentre os
diferentes métodos existentes, destaca-se o método do DPPH- (2,2 — difenil — 1 —

24 que vem sendo amplamente empregado por ser considerado

picrilhidrazil)
simples, rapido e sensivel quando comparado a outros métodos, permitindo a
realizacdo de um “screening’ de amostras com diferentes polaridades ' '*¢. Este
método baseia-se na reducao dos radicais DPPHe, ou seja, na capacidade do radical
livre em reagir com substancias doadoras de H (Figura 7) ' ©" 192 A solucdo de
DPPH possui uma coloragéo roxa intensa e a agao antioxidante de um extrato pode
ser visualizada pelo progressivo descoloramento da solugédo, ao final do qual a

mesma torna-se amarelada.

ON N—N —> ON N—N
H
o o )
Difenil-1-picrilidrazila (radical livre) Difenil -1-picrilidrazila (reduzido)

Figura 7. Modelo para avaliagdo da atividade antioxidante utilizando DPPHs.

2.4.3 Atividade antibacteriana

Existem diversas razdes que incentivam a realizacao de estudos referentes a
atividade antimicrobiana de plantas. A primeira delas esta relacionada ao fenémeno
de resisténcia dos microrganismos aos antibiéticos tradicionalmente usados na

pratica médica, que aumenta a cada ano. A segunda € a rapidez com que muitas

'3 Ascoli, B. et al. Anais da XIV Jornada de Jovens Pesquisadores da AUGM, 2006.

' Duarte-Almeida, J. M. et al. Cienc. Tecnol. Alim. 26 (2006) 446-452.

24 Melo, E. A. et al. Ciénc. Tecnol. Alim. 26 (2006) 639-644.

%% Roesler, R. et al. Ciénc. Tecnol. Alimen. 27 (2007) 53-63.

192 Viedana, M. I. S. Dissertagdo (Mestrado em Tecnologia de Alimentos) UFPr, Curitiba-Pr, 2008.
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espécies nao investigadas de plantas tém sido extintas nos ultimos anos, sendo que
varias estruturas promissoras possam estar sendo perdidas. Além disso, a maioria
dos agentes antimicrobianos utilizados na atualidade provém de fontes naturais,
grande parte sendo produtos do metabolismo secundario de microrganismos.
Plantas, uma vez que ndo podem afastar-se de predadores e microrganismos,
desenvolvem, em sua trajetéria evolutiva, mecanismos quimicos de defesa,

® Neste sentido, 6leos e

incluindo substancias antifungicas e antibacterianas
extratos de plantas ha muito tempo tém servido de base para diversas aplicagdes
na medicina popular. Tal realidade serviu de base para diversas investigacdes
cientificas, com vistas na confirmacdo da atividade antimicrobiana dos O6leos
essenciais % %,

Para tanto, tem-se desenvolvido métodos de investigacdo in vitro que
produzam resultados confidveis e possam ser reproduzidos e validados '*°. Os
métodos comumente usados sdo o de difusdo em disco, difusdo utilizando
cavidades feitas no agar, diluicdo em agar e diluicdo em caldo para determinacao
da concentracao inibitéria minima — CIM 3% 42 134187 e modo geral, os métodos de
diluicdo em caldo parecem ser mais adequados para testar constituintes terpénicos
% e tem se mostrado o que melhor disponibiliza dados quantitativos .

Contudo, essa tarefa tem sido dificultada, em especial aos 6leos essenciais, pelas
peculiaridades que os mesmos apresentam, tais como volatilidade, insolubilidade
em agua e complexidade, caracteristicas que interferem significativamente nos
resultados '*°. Sendo assim, alguns fatores devem ser levados em consideracdo: a
técnica usada, o meio de cultura, densidade do in6culo, o tempo de leitura do teste,
o 6leo essencial e o emulsificador utilizado >* '*°. Por exemplo, como a maioria dos
derivados terpénicos de baixo peso molecular sdo volateis, existe a possibilidade da
concentracdo de terpenos aplicados ao disco reduzir, principalmente se forem

incubados por um grande periodo de tempo. Por apresentarem carater lipofilico, ha

Arruda, T. A. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 16 (2006) 307-311.

% Canillac, N.; Mourey, Food Microbiol. 18 (2001) 261-268.

% Chand, S. et al. J. Antibiot. 47 (1994) 1295-1304.

Cimanga, K. et al. J. Ethnopharmacol. 79 (2002) 213-220.

Deuschle, R. A. N. Dissertagao (Mestrado Ciénc. Tecnol. Farmac.) UFSM, Santa Maria-RS, 2003.
130 Nascimento, P. F. C. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 17 (2007) 108-113.

3% Nostro, A. et al. FEMS Microbiol. Lett. 230 (2004) 191-195.

> Nunes, X. P. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 16 (2006) 642-644.

187 Takaisi-Kikuni, N. B.; Tshilanda, D.; Babady, B. Fitoter. 71 (2000) 69-71.
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a possibilidade de néo se difundirem nos meios sélidos, que sdo polares °.

Por este motivo, os testes de avaliacdo antimicrobiana s&o padronizados pela
NCCLS (Comité Nacional de Padronizacdao para Laboratérios Clinicos, do inglés,
National Committee for Clinical Laboratory Standards) e desenvolvidos para analisar
agentes antimicrobianos convencionais como os antibidticos. Nos testes de
atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, a metodologia proposta pelo NCCLS
ndo pode ser seguida a risca, devido as propriedades quimicas que estes
apresentam. Dessa forma, feitas modificacbes esses métodos podem ser usados
em algumas situagcbes. Na maioria dos estudos, as zonas de inibicdo formadas
pelos 6leos sdo comparadas com aquelas obtidas pelos antibiéticos, no entanto, €
importante destacar que esses resultados ndao devem ser simplesmente
comparados, pois as particularidades apresentadas pelos 6leos, bem como, outras
variaveis (técnica usada, o meio de crescimento, 0 microrganismo teste) devem ser
levadas em consideragao ! %% 134161,

Sendo assim, em testes de susceptibilidade microbiana sem padronizacao é
praticamente impossivel elucidar a verdadeira bioatividade, o potencial terapéutico e
a utilidade clinica dos 6leos essenciais, bem como fazer uma comparacao direta
entre eles. Portanto, é necessario definir e adotar uma metodologia adequada e

bem padronizada '*°.

% Chand, S. et al. J. Antibiot. 47 (1994) 1295-1304.

' Christoph, F.; Kaulfers, P-M.; Stahl-Biskup, E. Planta Med. 66 (2000) 556-560.
% Duarte, M. C. T. et al. J. Ethnopharmacol. 97 (2005) 302-311.

'3 Nascimento, P. F. C. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 17 (2007) 108-113.

'3% Nostro, A. et al. FEMS Microbiol. Lett. 230 (2004) 191-195.

%1 Saeed M. A.; Sabir, A. W. Fitoter. 75 (2004) 204-208.
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2.5 Variacao sazonal

7

A maior parte das propriedades medicinais das plantas é conferida por
produtos oriundos do metabolismo secundario. Estes sdo produtos que embora nao
sejam necessariamente essenciais para o organismo produtor, garantem vantagens
para sua sobrevivéncia e para a perpetuacdo de sua espécie 8. Atualmente, sabe-
se que muitas dessas substéncias estao diretamente envolvidas nos mecanismos
que permitem a adequagéo do produtor a seu meio, tais como defesa contra animais
herbivoros e microrganismos, protecdo contra a radiagdo UV, a atragdo de
polinizacdo ou animais dispersores de semente '7°.

Sendo assim, o0s metabdlitos secundarios das plantas podem variar
consideravelmente dependendo de varios fatores tais como sazonalidade, indice
pluviométrico, radiagdo solar, altitude, ritmo circadiano, altitude dentre outros como
demonstrado na Figura 8, sendo que a constancia de concentracdo de metabdlitos

80

secundarios é praticamente uma excecao Neste sentido, os metabdlitos

secundarios representam uma interface quimica entre as plantas e o ambiente

circundante 1%,

De acordo com Eloff &

, 0 material vegetal, coletado em diferentes épocas do
ano, pode conter possiveis compostos novos com atividades biolégicas diferentes.
Por exemplo, plantas aromaticas que contém fragdes volateis e ndo volateis pode
apresentar a composicao quimica destas duas fragcdes influenciada pelas mudancas
sazonais %8. Além disso, alguns dos fatores apresentam correlagdo entre si e nao
atuam isoladamente, podendo influenciar em conjunto no metabolismo secundario,
como por exemplo, desenvolvimento e sazonalidade; indice pluviométrico e

sazonalidade; temperatura e altitude 2.

*% Duarte, M. C. T. et al. Rev. Bras.Farmacogn. 14 (2004) 06-08.

62 Eloff, J. N. J. Ethnopharmacol. 67 (1999) 355-360.

8 Gobbo-Neto, L.; Lopes, N. P. L. Quim. Nova. 30 (2007) 375-381.

% Kamatou, G. P. P. et al. South African J. Bot. 74 (2008) 230—-237.

1% Kviecinski, M. R. Dissertagao (Mestrado em Farmécia) UFSC, Florian6polis-SC, 2007.
'7® Simdes, C. M. O. et al. 4ed. Editora: Universidade/UFRGS/UFSC, 2002.
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Figura 8. Principais fatores que podem influenciar o acumulo de metabdlitos secundarios em plantas.
Fonte: Adaptado de Gobbo-Neto & Lopes %

Atualmente, tem sido relatada variagdes sazonais no conteudo de

praticamente todas as classes de metabdlitos secundarios, como éleos essenciais

112, 165, 171 92, 164, 202 15, 28,

, lactonas sesquiterpénicas , acidos fendlicos 22, flavonéides

81, 182 19, 154

, saponinas 2, alcaldides e taninos " '*3 182 Sabendo-se dos inimeros
fatores que podem levar a variagbes no conteudo de metabdlitos secundérios, fica

clara a necessidade de estudos neste sentido °.

'* Atkinson, P.; Blakeman, J. P. New Phytol. 92 (1982) 63-74.

' Bauer, L. Rev. Bras. Farm. 60 (1979) 97-100.

%5 Borella, J. C. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 16 (2006) 557-561.

28 Brooks, J. S.; Feeny, P. Biochem. Syst. Ecol. 32 (2004) 769-782.

%7 Feeny, P. Ecology. 51 (1970) 565-581.

8 Gobbo-Neto, L.; Lopes, N. P. L. Quim. Nova. 30 (2007) 375-381.

8 Grace, S. C.; Logan, B. A.; Adams, L. W. W. Oecol. 116 (1998) 9-17.

%2 Holzkea, C. et al. Atmosph. Environm. 40 (2006) 3174-3185.

"2 | opes, N. P. et al. Phytochem. 46 (1997) 689-693.

8 Osier, T. L.; Hwang, S. Y.; Lindroth, R. L. Biochem. Syst. Ecol. 28 (2000) 197-208.
'** Robinson, T. Scienc. 184 (1974) 430-435.

'®2 Salminen, J. P. et al. Phytochem. 57 (2001) 15-22.

6% Schmidt, T. J.; Bomme, U.; Alfermann, A. W. Planta Med. 64 (1998) 268-270.
1% Schwob, I. et al. Biochem. Syst. Ecol. 32 (2004) 735-745.

"' Silva, F. G. et al. J. Braz. Soc.18 (2007) 990-997.

'®2 Solar, A. et al. Plant Science. 170 (2006) 453-461.

292 Zidorn, C.; Stuppner, H. Taxon. 50 (2001) 115-133.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais
3.1.1 Coleta e pré-tratamento do material vegetal

As partes aéreas de Baccharis articulata (Lam) Pers. e Achyrocline
satureioides (Lam.) D.C foram coletadas em 12 de Janeiro de 2008 (verdo), 14 de
Abril de 2008 (outono), 16 de Julho de 2008 (inverno) e 15 de Outubro de 2008
(primavera), no Polo de Modernizagdo Tecnoldgica da Universidade Regional
Integrada do Alto Ururuguai e das Missdes, na cidade de Frederico Westphalen, RS
(S 27° 22’; W 53° 25, altitude 490 m). A identificacdo do material botanico foi
realizada através de comparagcdo com amostra existente no herbario do
Departamento de Botanica da Universidade Federal de Santa Maria, RS, Brasil. Um
Voucher do material testemunha estd depositado neste mesmo herbério sob o
namero SMDB 12.062 e SMDB 12.063 para B. articulata e A. satureioides,
respectivamente.

Os valores médios das temperaturas maximas e minimas (°C) para os meses
de Janeiro (2008), Abril (2008), Julho (2008) e Outubro (2008) foram: 29,9 e 18,5
(média 24,2); 24,9 e 13,8 (média 19,35); 24,0 e 12,6 (média 18,3), 24,8 e 15,7
(média 20,25), respectivamente. (INMMET, 2009 — Anexo E)

A umidade relativa e a precipitacédo total nos meses de Janeiro (2008), Abril
(2008), Julho (2008) e Outubro (2008) foram 70% e 35,6 mm; 75% e 334,2 mm; 73%
e 36 mm; 78% e 387,6 mm, respectivamente. Os valores de radiagao global (W/m?)
para os meses de Janeiro (2008), Abril (2008), Julho (2008) e Outubro (2008) foram:
1718,1;1162,3; 1111,9; 1182,4, respectivamente. (INMMET, 2009 — Anexo E)

Apobs a coleta do material vegetal, os mesmos foram secos em estufa Tecnal
(modelo TE-394/3), com circulacao forcada de ar a uma temperatura controlada de
30 + 5 °C até peso constante, triturados em moinho de facas Tecnal, tipo Créton

(modelo TE 625), embalados, identificados e armazenados sob refrigeragao.
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3.1.2 Reagentes

Os solventes e reagentes utilizados foram de grau P.A. (Merck e Vetec). Em
certos casos, aplicaram-se técnicas especificas de purificacdo de solventes,
obtendo-se, dessa maneira, produtos com maior grau de pureza.

Durante o doseamento de flavonbides foram utilizados os seguintes
reagentes: solugcéo reagente (SR) de cloreto de aluminio (2 g de cloreto de aluminio
em 100 mL de solucdo metandlica de acido acético); solugdo metandlica de acido
aceético (5 mL de é&cido acético em 100 mL de metanol); hexametilenotetramina a
0,5% (p/V) (0,5 g de hexametilenotetramina em 100 mL de agua).

3.2 Métodos

Apobs tratamento inicial, o material vegetal foi dividido em trés partes (Figura
9). Uma parte foi submetida a ensaios de controle de qualidade, tais como
substancias extraiveis por alcool, indice de espuma, determinacao de cinzas totais e
cinzas insoluveis em acidos, teores de 6leos fixos e 6leos essenciais, perda por
dessecacao e doseamento de flavondides.

Com a segunda parte, foram obtidos os 6leos essenciais por hidrodestilacao,
empregando aparelho de Clevenger modificado, sendo entdo realizado a
identificacdo e caracterizagdo dos mesmos por GC/MS (cromatografia a gas
acoplada a espectrobmetro de massas, do inglés, Gas Chromatography Mass
Spectrometry), bem como, avaliacao da atividade antimicrobiana.

Além disso, com uma terceira parte do material vegetal seco e pulverizado
conduziu-se a extracdo com metanol, sob refluxo, para a obtengcdo dos extratos
brutos metandlicos a fim de realizar os ensaios de toxicidade frente a Artemia salina

e atividade antioxidante.
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Coleta do material vegetal
(primavera, inverno, verao, outono)

Preparacéao do
extrato bruto

Atividade
Antioxidante = |

Ensaio de toxicidade

Figura 9. Diagrama das andlises realizadas com o material vegetal.

3.2.1 Controle de qualidade do material vegetal
3.2.1.1 Determinacao de substancia extraivel por alcool

Transferiram-se cerca de 2 g de material vegetal para cartucho de celulose do
extrator de soxhlet, previamente tarado e seco. Introduziram-se, no baldo do
extrator, cerca de 200 mg de hidréxido de sédio e etanol absoluto, em quantidade
suficiente para a extracdo. Apds 5 horas de extragdo, o cartucho com o residuo foi
retirado e seco em estufa a 105 °C por 30 minutos. O teor de substancias extraiveis
por etanol foi calculado pela diferenca entre o peso da amostra e 0 peso do residuo

seco.
3.2.1.2 Perda por dessecacao

A determinagdo de &gua do material vegetal foi realizada pelo método

gravimétrico (perda por dessecacgao). Para tanto, transferiram-se, cerca de 2 g de
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material vegetal, para pesa-filtro chato previamente dessecado por 30 minutos nas
mesmas condicdes empregadas na determinacdo. O pesa-filiro contendo a amostra
foi pesado, tampado e agitado brandamente a fim de distribuir a amostra da maneira
uniforme, a uma profundidade de 5 mm. Apds esse procedimento, colocou-se o
pesa-filtro na estufa a 105 °C, retirou-se a tampa, deixando-a também na estufa.
Apés o periodo de 5 horas, os pesa-filtros foram retirados da estufa, resfriados a
temperatura ambiente em dessecador e pesados. A operagéo foi repetida até peso
constante.

A porcentagem de perda por dessecacgao foi calculada com base na Equacao
1, onde Pa refere-se ao peso da amostra, Pu é o peso do pesa-filtro contendo a
amostra antes da dessecacgéo e Ps, peso do pesa-filtro contendo a amostra apoés a
dessecacao.

(@1 x 100 Equacéo 1
a

3.2.1.3 Determinacao de cinzas totais

Para a determinacédo do teor de cinzas totais, foram pesados e transferidos,
para cadinho de porcelana previamente calcinado, resfriado e pesado, exatamente 3
g da droga pulverizada. A amostra foi distribuida uniformemente, incinerada,
aumentando-se gradativamente a temperatura, até que todo o carbono fosse
eliminado. O cadinho contendo a amostra foi resfriado em dessecador e pesado.

Calculou-se a porcentagem de cinzas em relagdo a droga seca ao ar.
3.2.1.4 Determinacao de cinzas insoluveis em acido

Para a determinacao do teor de cinzas insolUveis em &cido, adicionaram-se
25 mL de &cido cloridrico 7% (p/V) em cadinho de porcelana contendo as cinzas
totais obtidas no ensaio descrito no item 3.2.1.3. O cadinho foi coberto com vidro de
relégio e o conteudo submetido a fervura suavemente, durante 5 minutos. O vidro de
relégio foi lavado com 5 mL de agua quente e a agua de lavagem foi transferida para
o cadinho. O residuo insoluvel em acido foi recolhido sobre papel de filtro isento de

cinza, lavando-o com agua quente até o filtrado estar em pH neutro. Apds esse
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procedimento, o papel filtro contendo o residuo foi transferido para o cadinho
original, seco em chapa quente e incinerado em mufla a cerca de 500 °C até peso
constante. A porcentagem de cinzas insollveis em acido foi determinada em relagcao
a quantidade de droga utilizada para esse procedimento (determinacdao de cinzas
totais).

3.2.1.5 Determinacao de dleos fixos

Foram transferidos para cartucho de celulose, cerca de 10 g do material
vegetal, obtido na determinagcdo da perda por dessecagdo, e colocou-se em
aparelho extrator de Soxhlet (Figura 10), cobrindo-o com algodao desengordurado.
Pesou-se o baldo extrator limpo e seco e adicionou-se éter de petrdleo em
quantidade suficiente para realizar trés sifonagens.

Figura 10. Aparelho extrator de Soxhlet. Fonte: F. Bras. o4

Procedeu-se a extracdo, sob aquecimento suficiente para manter o solvente

em ebulicdo, durante 4 horas. Concluida a extracdo, aguardou-se o resfriamento e,

® Farmacopéia Brasileira. 4ed. Sdo Paulo: Atheneu, 1988.
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entdo, o conteudo do cartucho foi transferido para almofariz de porcelana onde
adicionou-se quantidade aproximadamente igual de areia limpa e seca. Apos a
pulverizacdo da droga, transferiu-se novamente, para o interior do cartucho. A
extracdo da amostra foi realizada nas condicdes previamente descritas, por periodo
adicional de 2 horas. O solvente foi evaporado e o baldo foi transferido para estufa a
105 °C por um periodo de 30 minutos. Em seguida, aguardou-se o resfriamento em
dessecador e pesou-se. A operacao foi repetida até peso constante. A percentagem
de 6leos fixos na droga foi calculada com base na diferenca entre massa inicial e a

do residuo no balao.
3.2.1.6 Determinacao do indice de espuma

Pesou-se 1,0 g do material vegetal pulverizado e transferiu-se para
erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de &gua fervente e manteve-se sob
ebulicdo moderada em banho-maria, durante 30 minutos. Apds o resfriamento,
filtrou-se e transferiu-se o filtrado para baldo volumétrico de 100 mL, sendo o papel
de filtro submetido a lavagens com quantidade de agua suficiente para completar o
volume. Transferiram-se aliquotas de 1 a 10 mL do decocto para uma série de 10
tubos de ensaios com dimensdes de 16 mm x 16 cm, providos de tampa. Agitaram-
se os tubos no sentido longitudinal, com duas agitagdes por segundo, durante 15
segundos, deixou-se em repouso durante 15 minutos e mediu-se a altura da coluna
de espuma. Verificou-se em qual tubo de ensaio houve a formagdo de um anel de
espuma persistente de aproximadamente 1,0 cm de altura. O indice de espuma (IE)
foi calculado empregando a Equacgédo 2, em que a refere-se ao volume (mL) do
decocto usado para preparagao da diluigdo no tubo onde a espuma foi observada.

IE = 1000 Equagao 2
a
3.2.1.7 Determinacao do teor de dleos essenciais

A determinacdo do teor de 6leos essenciais presentes nos vegetais em

estudo foi realizada por hidrodestilagdo empregando um aparelho de Clevenger
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modificado (Figura 11), conforme determinado pela F. Bras.®*. Em baldo de fundo
redondo de 2000 mL, foram colocados aproximadamente 30 g da planta pulverizada
(800 um) com quantidade de agua destilada suficiente para encobrir a droga vegetal.
Em seguida, adaptou-se o aparelho de Clevenger ao balao, onde foi preenchido com
agua destilada a parte do tubo graduado e do tubo retorno. Em seguida, foi
promovido o0 aquecimento do baldo através de uma manta térmica, deixando destilar
por 4 horas. Ao final do ensaio, os Oleos essenciais destilados foram secos com
sulfato de sodio anidro, filtrados e estocados em frasco tipo vial sob refrigeracao a 4
°C.

O
Figura 11. Aparelho de Clevenger. Fonte: F. Bras. *

3.2.1.8 Doseamento de flavonoides

Para a determinacao do teor de flavondides, pesou-se exatamente cerca de 0,4 g da
droga pulverizada (800 um) e colocou-se em baldo de fundo redondo de 100 mL.
Acrescentou-se 1 mL de solugdo aquosa de hexametilenotetramina SR, 20 mL de
acetona e 2 mL de acido cloridrico. Aqueceu-se em manta térmica, sob refluxo, por
30 minutos. Em seguida, filtrou-se a mistura em algodao, para baldo volumétrico de
100 mL, retornando o residuo da droga e o algoddo ao mesmo baldo de fundo
redondo, adicionando-se 20 mL de acetona. Colocou-se sob refluxo, por 10

% Farmacopéia Brasileira. 4ed. Sao Paulo: Atheneu, 1988.
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minutos. Apds o resfriamento a temperatura ambiente, filtrou-se a solucédo para o
baldo volumétrico de 100 mL e a operagao foi repetida. Em seguida, completou-se o
volume do baldo volumétrico com acetona e, em funil de separacao, transferiu-se 20
mL desta solugdo, 20 mL de &gua e extraiu-se com 15 mL de acetato de etila,
repetindo se por trés vezes a operacdo, com 10 mL de acetato de etila. As fases
acetato de etila foram reunidas em funil de separacgéo e tratadas com duas porcoes
de 50 mL de agua destilada. As fases acetatos foram transferidas para baldo
volumétrico de 50 mL, completando-se o volume com acetato de etila, sendo
denominada de solugdo-mae. Em seguida, pipetou-se 10 mL da solugdo-mae,
adicionou-se 1 mL do cloreto de aluminio SR, diluindo-se em baldo volumétrico de
25 mL com solugdo metandlica de acido acético SR. Preparou-se o branco diluindo-
se 10 mL da solugdo-mée em baldo volumétrico de 25 mL com o mesmo diluente.
Ap6s 30 minutos, a absorbancia das solucdes foi determinada em 425 nm utilizando
um espectrofotometro de UV/Vis Perkin Elmer (modelo Lambda 25) e cubetas de
quartzo de 1,0 cm de caminho éptico. Os resultados foram expressos em porcentual
ponderal calculado como quercetina (CisH10O7) pela média de trés determinagcdes
empregando-se a Equacao 3, a qual baseia-se na extingao especifica da mesma a
425 nm, E "% = 500.

Equacao 3

TFT= AxFd
500 x p x (100 -t)

Onde:

TFT = Teor de flavondides totais calculados como quercetina (%; m/m);
A = absorbancia medida da amostra;

Fd = fator de diluicdo (62500)

p= massa da droga (Q);

t = perda por dessecagao (%, m/m).

3.2.2 Obtencao dos oOleos essenciais para analise cromatografica
Os 6leos essenciais foram extraidos do material vegetal fresco, submetido a

hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger modificado. Em baldo de fundo redondo

de 2000 mL, foram colocados aproximadamente 500 g do material vegetal com
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quantidade de agua destilada suficiente para encobrir a droga vegetal. Em seguida,
foi promovido o aquecimento do baldo através de uma manta térmica, deixando
destilar por 4 horas. Ao final do ensaio, os 0Oleos essenciais destilados foram

estocados em frasco tipo vial sob refrigeragéo a 4 °C.

3.2.2.1 Analise cromatografica dos 6leos essenciais

3.2.2.1.1 Cromatografia gasosa

Os dleos essenciais foram analisados por GC utilizando um cromatografo a
gas (Varian, modelo 3800) e uma coluna capilar VF-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).
As condi¢bes de operagao do GC foram as seguintes: as temperaturas do injetor e
do detector foram de 220 e 290 °C, respectivamente. O volume de amostra injetado
foi de 1 uL com injecao automatica e razao de split de 1:30. O fluxo de gas na coluna
foi de 1 mL min™'. A programacéo de aquecimento do forno partiu de 50 °C, seguido
de 3 °C min™ até 250 °C, permanecendo 5 min nesta temperatura. Utilizou-se hélio

99,99% de pureza como gas de arraste.
3.2.2.1.2 Cromatografia a gas acoplado a espectrometria de massas

A andlise por GC/MS dos Oleos essenciais foi realizada utilizando um
Cromatografo a gas, modelo Varian 3800, equipado com um detector de massas
seletivo, modelo (Saturno 2200 (MS/MS) e um amostrador automatico, modelo
(CP8400 Varian). As condigdes cromatograficas foram as mesmas descritas acima.
Para a deteccao de massas, um modo de ionizagdo eletrbnica, com energia de
ionizagado de 70 eV foi usado. O injetor e o transfer line foram mantidos em 220 e

250 °C, respectivamente.

3.2.2.1.3 Identificacao dos compostos

A identificacdo dos constituintes volateis foi baseada na comparagdo de seus
indices de retencao linear (indice de Kovats) obtidos experimentalmente com valores
tabelados, comparando seus espectros de massas com o banco de dados do
sistema (NIST 62 lib) ou com o emprego de padrdes certificados.
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Para o célculo do indice de Kovats, uma mistura de padroes de alcanos (C9 a
C24) foi adicionada aos isolados e 2 pL injetados no equipamento de GC/MS nas
mesmas condigdes cromatograficas acima citadas, aplicando-se a equacgao de Van

den Dool e Kratz (Equacao 4).

lr = 100N + 100 (te-tn) / (tnet — tn) Equacao 4

Onde n, refere-se ao numero de carbonos do alcano que elui antes de x e t,
t, e t,.1 referem-se aos tempos de retencdo do composto x e dos alcanos que

eluiram antes e ap6s o composto x.
3.2.3 Preparacao dos extratos brutos

Para a preparacao dos extratos brutos, o material vegetal (0,250 g) seco e
pulverizado (800 um), foi submetido a extragdo com metanol, sob refluxo (5 vezes, 4
horas cada). A solugéo obtida foi filtrada e pré-concentrado em evaporador rotatorio
sob pressdo reduzida, a temperatura de até 50 °C. Em seguida, o mesmo foi
ressuspendido em pequena quantidade de solvente e liofilizado, obtendo-se assim o

extrato bruto metandlico.
3.2.4 Determinacao da atividade antioxidante dos extratos brutos

Para avaliar a atividade antioxidante do extrato de A. satureioides utilizou-se o
método de capacidade de captura in vitro do radical livre DPPH- (1,1-difenil-2—
picrilhidrazil), de acordo com Germano et al.”® Para a execugdo deste ensaio,
preparou-se solucdes dos extratos secos nas concentragdes de 10 a 350 (ug mL™)
em metanol. Em seguida, transferiu-se 0,5 mL de cada diluicdo da amostra para
tubos de ensaio e entdo, adicionou-se 3 mL da solucdo de DPPH 0,1 mmol L™ em
metanol. Apdés 30 minutos, as leituras de absorbancia foram realizadas em
espectrofotdmetro de UV/Vis Perkin EImer (modelo Lambda 25) em 517 nm. Como
padrdo, utilizou-se &cido ascérbico, nas concentracdes de 0,2 a 10 (ug mL™"). A
porcentagem de inibicao do radical DPPHe foi calculada através da férmula

demonstrada na Equacao 5, onde AC(0) é a absorbéancia da solugédo controle de
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DPPH no t = 0 minutos e AA(t) = absorbancia apés a adicdo da amostra teste no t =
30 minutos.

% |n|b|géo = AC(O)_ AA(t) x 100/ AC(O) Equagéo 5

3.2.5 Atividades bioldgicas
3.2.5.1 Ensaio de toxicidade frente a Artemia salina

O ensaio de toxicidade frente a A. salina foi realizado de acordo com

I. ' e Dolabela *. Para eclosdo dos ovos

metodologia proposta por Meyer et a
foram preparados 2 L de solugao salina com cloreto de sédio 26,30 g L™, cloreto de
potassio 0,75 g L™, cloreto de célcio 1,11 g L, cloreto de magnésio 5,10 g L™,
brometo de sédio 0,08 g L, bicarbonato de sédio 0,21 g L™ e sulfato de magnésio
6,20 g L. Essa solucéo foi colocada em aquério e areada por, no minimo, 2 horas.
Logo apéds, ajustou-se o pH e a temperatura entre 6,0 e 7,0 e 26 e 28 °C,
respectivamente, até a eclosédo dos ovos de A. salina.

A diluicdo das amostras foi realizada com solugdo salina de modo a obter
concentragées de 10; 100 e 1000 ug mL™" de amostra no tubo de teste, sendo que o
volume de adicdo no tubo foi de 100 pL. Os tubos de ensaio e as ponteiras foram
colocados de molho em hipoclorito 5% (v/v) por 24 horas, lavados em agua corrente,
agua destilada e alcool sendo, em seguida, autoclavados.

Foram transferidos para cada tubo de ensaio 10 naupleos com 400 uL de
solugédo salina, e 100 pL de amostra. Como controle negativo e positivo foram
empregados solugdo salina e solugdo de dicromato de potassio 0,04 mg mL™,
respectivamente. Os tubos de ensaio foram mantidos sob temperatura controlada e
apos 24 horas foram feitas as leituras do numero de sobreviventes ou mortos e o
namero total de naupleos, sendo consideradas mortas as larvas que se mantiveram
sem movimento por mais de 10 segundos. A DLsy foi obtida por regressédo linear
empregando Microsoft Excel XP.

% Dolabela, M. F. Dissertacdo (Mestrado) UFMG. Belo Horizonte-MG, 1997.
'2>Meyer, B.N. et al. Planta Médica. 45 (1982) 31-34.
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3.2.5.2 Avaliacdo da atividade antimicrobiana (NCCLS M7-A6 !, adaptado)

A atividade antimicrobiana foi determinada através do teste da microdiluicao
em caldo. Os microorganismos testados incluiram as bactérias Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442), Staphylococcus
epidermidis (ATCC 11228), Shigella (ATCC 288), Bacillus cereus (ATCC 11778),
Escherichia coli (ATCC 11775) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883).

3.2.5.2.1 Preparacao do Inéculo

As bactérias testadas foram incubados em meio agar Mueller Hinton a 37 °C
durante 24 horas. Apés esse periodo, preparou-se uma suspensado dos
microorganismos em meio caldo Mueller Hinton ajustando-se a turvacéao de acordo
com o tubo nimero 0,5 da escala McFarland (1 x 10 UFC mL™). A partir desse tubo,
a suspensao foi diluida a 1:100 no meio. Dessa suspensao pipetou-se 100 pyL em
cada poco com 100 pL das diferentes concentracées dos 6leos ou padrdes a serem

testados.
3.2.5.2.2 Preparacao dos oleos a serem testados

Apos os Oleos terem sido secos e pesados preparou-se uma solu¢ao estoque
de acordo com a densidade do 6leo (aproximandamente 3 mg mL™). Para o preparo
da solugao estoque foi utilizado metanol numa concentragdo maxima de 5% (p/v) e
caldo Mueller Hinton. A partir da solugcdo estoque foram preparadas diluicoes
sequenciais (oito diluicbes), com concentracbes pela metade, em caldo Mueller

Hinton.
3.2.5.2.3 Preparacao de Solucoes Padrao

A solucao padrao estoque de cloranfenicol foi preparada numa concentracdo de 80

ng mL"'. Apés foram feitas as diluicdes seqlienciais até uma concentragdo de

'3! National Committee for Clinical Laboratory Standards) Approved standard M7-A6, 2003.
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0,156 pg mL". Das solugdes com concentragdes intermediarias foram pipetados 50

UL de cada concentragao nos respectivos pogcos da microplaca.
3.2.5.2.4 Incubacao

As placas de microdilui¢cdo, inoculadas foram incubadas a 37 °C durante 16 a
20 horas. A fim de manter a mesma temperatura de incubacado para todas as
culturas, as placas foram empilhadas até um numero maximo de quatro placas por

pilha.
3.2.5.2.5 Determinacao Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Para leitura do teste, foi realizada comparacao visual do crescimento das
bactérias ocorrido nos pogos. A CIM foi a menor concentragdo testada que inibiu
completamente o crescimento do organismo nos pocos de microdiluicdo conforme

detectado a olho nu.
3.2.6 Analise estatistica

Todos os experimentos foram conduzidos em triplicata. Foi utilizado o teste t
de Student para a comparacdo entre médias e andlise da variancia (ANOVA). O
teste foi aplicado com o uso do software InStat® 3.00. As médias foram consideradas
significativamente diferentes quando p<0,05. Os dados estdo apresentados como as

médias dos valores e o desvio padrdo, calculados a partir das triplicatas.



4. APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo apresentados em duas partes: a primeira
trata-se dos resultados obtidos para A. satureioides. Os mesmos encontram-se
subdivididos em ensaios de controle de qualidade (substancias extraiveis por alcool,
teores de cinzas totais e cinzas insoluveis em d&cido, perda por dessecacao,
saponinas, Oleos fixos e teor de flavonoides), teores e caracterizacdo dos oOleos
essenciais e atividades bioldgicas, tais como determinagcdo da atividade antioxidante
dos extratos brutos metanolicos, ensaio de toxicidade frente a A. salina e atividade
antimicrobiana. A segunda parte refere-se aos resultados da B. articulata, os quais
seguem a mesma subdivisdo adotada para a A. saureoides.
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4.1 Controle de qualidade de A. satureioides

A qualidade de um fitoterapico € determinada por varios aspectos, em
especial por aqueles relacionados com a qualidade da matéria-prima vegetal.
Existem varios fatores que determinam esta qualidade. Entre eles encontra-se os
referentes a coleta, a qual deve ser realizada em periodo definido, correspondente a
um méaximo esperado de substancias ativas do vegetal '®®. Nesse sentido, estudos
relacionados a variagdo sazonal dos teores de substancias ativas mostram-se de
extrema relevancia uma vez que os teores de metabdlitos secundarios variam em
funcéo de diversos fatores.

Com esta finalidade, foram realizadas andlises farmacognoéstica, tais como
substancias extraiveis por alcool, teores de cinzas totais e cinzas insollveis em
acido (Tabela 2), perda por dessecacdo, saponinas e teor de Oleos fixos nas
amostras sazonais de A. satureioides. Todos os resultados representam os valores

médios das triplicatas.

Tabela 2. Resultados da andlise farmacognéstica de A. satureioides

Estacao Substancias extraiveis  Cinzas totais Cinzas insoluveis em Teor de bleos
por alcool (%; m/m) (%; m/m) acido (%;m/m) essenciais (m/m)
Inverno 75,9 + 0,6° 6,04 + 0,59° 6,68 + 2,31° 0,05%
Primavera 80,0 +1,3 6,25 + 1,33° 2,77 +1,40 0,10%
Verao 68,0 + 0,5% 6,66 + 0,22° 4,02 + 5,94 0,05%
Outono 79,6 + 3,4 6,03 + 0,46° 5,80 + 6,39° 0,03%

Sendo que: m/m — massa/massa.
2.b.¢ Médias nao diferiram significativamente entre si (p>0,05).

Considerando a variagao sazonal do teor de substancias extraiveis por alcool de A.

satureioides, observou-se que o0 verdo, estacdo que apresentou 0S menores

¢ Senna, E. M. T. L. Dissertagdo (Mestrado Ciéncias Farmacéuticas) UFRGS Porto Alegre-RS, 1993.
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teores (68,0 + 0,5%), apontou diferenca significativa (p<0,05) entre a primavera € o
outono, estacbes que exprimiram os maiores teores, (80,0 + 1,3%; 79,6 + 3,4%,
respectivamente), ndo diferindo do inverno. Com relagdo a determinacao do teor de
cinzas totais para A. satureioides nao houve diferenca significativamente entre as
estacbes do ano (p>0,05). Todos os resultados cumprem o especificado pela F.
Bras. % de 8% para este teor.

Em relagdo ao ensaio de cinzas insoluveis em acido, ndo houve diferenga
significativa entre inverno e outono (p>0,05) estacées que apresentaram os mais
elevados teores para este ensaio.

A perda por dessecacdo refere-se a perda em massa, por secagem,
condicdes especificadas, de agua e outros componentes residuais volateis ®*. A
importancia da perda por dessecacao esta ligada a estabilidade microbiolégica da
droga, como expressao de sua suscetibilidade ao desenvolvimento de bactérias e
fungos e estabilidade quimica, representada especialmente pelos processos de
hidrélise '*°. A perda por dessecacéo pode fornecer dados a cerca do rendimento de
extracdo, uma vez que a secagem tem grande influéncia no estado de integridade
das estruturas celulares, expondo-as mais ou menos ao contato com solventes .
As porcentagens encontradas para este ensaio foram 0,12 + 0,01% (primavera),
0,14 + 0,01% (verdo), 0,12 + 0,04% (outono) e 0,15 + 0,04% (inverno), nao
apresentando diferenca significativa entre si (p>0,05). A partir desses resultados,
pode-se observar que os mesmos encontram-se de acordo com o0s parametros
estabelecidos pela F. Bras. °® para esta planta, a qual especifica valores inferiores a
1%.

Uma caracteristica das saponinas €, em solugdo aquosa, formar espuma
persistente e abundante, atividade esta que provém do fato das mesmas
apresentarem na sua estrutura uma parte lipofilica (denominada aglicona ou
sapogenina) e uma hidrofilica constituida por um ou mais agtcares '’®. Sendo assim,
nao foi possivel determinar o indice de espuma nas amostras de A. satureioides,

uma vez que a droga vegetal ndo apresentou a formacao de espuma persistente,

% Farmacopéia Brasileira. 4ed. Sdo Paulo: Atheneu, 1988.

66 Farmacopéia Brasileira. 4ed. Sao Paulo: Atheneu, 2001.

% Harbone, J. B.; Mabry, H. Chapman and hall, London, 1975.

'"°Simées, C. M. O. eyt al. 4ed. Editora: Universidade/lUFRGS/UFSC, 2002.
1% World Health Organization. Geneva: WHO (1992) 20-22.
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caracterizando auséncia de saponinas ou presenca em concentragdes abaixo do
limite de detec¢ao deste método.

Os teores de 6leos fixos apresentaram indices de 17,2 + 2,4% (outono), 16,8
+ 3,6% (inverno), 17,7 + 1,1% (primavera) e 16,4 + 1,6% (verao) nao diferenciando
estatisticamente entre as estagdes (p>0,05). Os Oleos fixos compreendem uma
mistura de substancias lipidicas '’®, cuja determinacdo baseia-se na sua extracdo
por solvente que, apds evaporacdo, deixa como residuo o 6leo cuja quantidade &

determinada por pesagem .
4.2 Teores e caracterizacao dos oleos essenciais de A. satureioides

Na determinacdo dos teores de dleos essenciais para A. satureioides por
hidrodestilacdo, empregando aparelho de clevenger modificado, pode-se observar
que os maiores e menores teores dos constituintes volateis ocorreram na primavera
e outono (0,10% e 0,03%; m/m, respectivamente) (Tabela 2).

Varios fatores podem explicar a variacdo sazonal nos teores de Oleos
essenciais, tais como as altas temperaturas, o ritmo circadiano, a idade e o estagio
de desenvolvimento da planta %, uma vez que na primavera, onde foram obtidos os
maiores teores, coincide com o estagio de desenvolvimento vegetativo acentuado
desta planta.

Hussain et al. ** ao avaliar a variagdo sazonal do 6leo essencial de Ocimum
basilicum empregado a mesma metodologia, obteve maiores rendimentos dos éleos
essenciais no inverno (0,8%) e menores no verdo (0,5%). Os autores justificaram os
menores rendimentos ocorridos no verdo as altas temperaturas e,
consequentemente, a parcial evaporagéo de alguns constituintes do éleo. Em outro
estudo empregando A. satureioides, o0s teores encontrados para os 6leos essenciais
foram de 0,44% (m/m) °°, diferindo dos valores encontrados neste estudo
provavelmente devido as diferentes condigdes climaticas e edaficas a que foram
submetidas.

0 Duarte, M. C. T. et al. J. Ethnopharmacol. 111 (2007) 197-201.

® Farmacopéia Brasileira. 4ed. Sao Paulo: Atheneu, 1988.

% Gobbo-Neto, L.; Lopes, N. P. L. Quim. Nova. 30 (2007) 375-381.

% Hussain, A. L. etal. Food Chem. 108 (2008) 986-995.

76 Simées, C. M. O. et al. 4ed. Editora: Universidade/UFRGS/UFSC, 2002.
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Apbs andlise cromatografica dos constituintes volateis (Tabela 3 e Figuras 12,
13, 14 e 15) podemos observar que ndo houve variabilidade em sua composi¢cao nas

diferentes estagdes, apenas na propor¢cao dos mesmos.

Tabela 3. Constituicao quimica do 6leo essencial de A. satureioides obtidos por anélise de GC/MS.

Constituintes tr IR Estacdes (%) Identif.
Primavera Verdo Outono Inverno

Hidrocarbonetos monoterpénicos

A-pineno 7,18 933 41,7 28,5 31,1 30,1 a, b,c
B-pineno 8,75 978 1,71 1,04 1,14 1,87 a,b,c
Mirceno 9,15 989 0,73 0,52 0,25 0,70 a,b
A-terpineno 10,2 1017 0,12 - - 0,47 a,b
Limoneno 10,8 1029 4,51 6,24 6,10 13,8 a,b,c
Z-Ocimeno 11,0 1036 2,20 1,82 1,02 445 a,b
E-Ocimeno 11,5 1046 0,49 0,65 0,51 0,35 a,b
#pineno 11,9 1058 0,24 0,39 0,25 0,58 a,b
Terpinoleno 13,1 1086 0,37 0,26 0,25 047 a,b
52,1 39,4 40,6 52,8

Hidrocarbonetos sesquiterpénicos

A-copaeno 25,9 1375 3,42 3,64 4,70 3,86 a,b
(E)-cariofileno 27,7 1419 29,9 38,5 36,3 29,8 a,b,c
Aromadendreno 28,5 1438 0,37 0,52 0,63 0,47 a,b
A-humuleno 29,2 1455 3,54 5,59 3,94 4,91 a,b,c
allo-aromadendreno 29,4 1460 0,73 0,91 1,02 0,70 a,b
-muuroleno 30,0 1475 0,85 1,17 1,14 0,94 a,b
cis- - guaieno 30,6 1488 0,73 1,04 1,02 0,58 a,b
Ledeno 30,7 1491 0,37 0,65 0,25 0,23 a,b
A-muuroleno 31,0 1499 0,49 1,17 0,63 0,58 a, b
-cadineno 31,6 1513 1,59 1,30 1,40 0,94 a,b
&cadineno 31,9 1523 1,10 1,56 2,03 1,40 a,b
Cadina-1,4-dieno 32,3 1533 0,73 0,65 0,51 0,47 a,b
A-cadineno 32,5 1537 0,61 0,65 0,63 0,47 a,b
A-calacoreno 32,7 1541 0,49 0,65 0,63 0,47 a,b
44.9 57,9 54,8 45,8
Sesquiterpenos oxigenados
Oxido de cariofileno 34,3 1583 0,73 2,47 3,43 1,17 a,b
Total 97,7 99,8 98,9 99,8

a = identificagao baseado no tempo de retengéo e padrdo de fragmentagao observado nos espectros
de massas.

b = identificacdo baseada no indice de retencao linear (indice de Kovats) calculado em relagdo aos
tempos de retengao de uma série homéloga de n-alcanos (IK).

¢ = identificagdo baseada em padréo.

Um total de 24 compostos foram identificados, representando (97,7 a 99,8%)
do éleo, onde o a-pineno (28,5 a 41,7%) e o (E)-cariofileno (29,8 a 38,5%) foram os
constituintes majoritarios em todas as estacdes. O aumento no teor de limoneno é
evidenciado no inverno (13,8%).

Os hidrocarbonetos monorpénicos que apresentaram maior porcentagem
foram o a-pineno (28,5 a 41,7%) e o limoneno (4,51 a 13,8%). Os hidrocarbonetos

sesquiterpénicos que apresentaram maior porcentagem foram (E)-cariofileno (29,8 a
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38,5%) e o o-humuleno (3,54 a 5,59%). O Uunico sesquiterpeno oxigenado
identificado foi o 6xido de cariofileno (0,73 a 3,43%). A literatura relata que os
sesquiterpenos, pB-cariofleno e O6xido de cariofileno possuem atividade

anticarcinogénica 2"

Neste sentido, a identificacdo de monoterpénos e
sesquiterpénos aponta para uma significativa potencialidade farmacolégica deste
6leo essencial. Os 6leos essenciais analisados consistiram predominantemente de
hidrocarbonetos monoterpénicos (39,4 a 52,8%) e hidrocarbonetos sesquiterpénicos
(44,9 a 57,9%).

Liendro et al. "% em estudos com A. hyperchlora, uma das oito espécies do
género Achyrocline descritas na América do Sul, juntamente com A. alata (Kunth)
DC., A. flaccida (Weinm), A. ramosissima (Sch.Bip), A. rupestris Cabrera, A.
satureioides (Lam) DC., A. tomentosa Rusby e A. venosa Rusby obtiveram
porcentagens de 1,05% para hidrocarbonetos monoterpénicos, 17,4% para
monoterpenos oxigenados, 17,3% para hidrocarbonetos sesquiterpénicos e 11,9%
para sesquiterpenos oxigenados e rendimentos de olés essenciais de 0,09% (p/v)
apontado diferencas nas propor¢des dos constituintes volateis entre algumas
espécies deste género.

Retta et al. '*? avaliando a composicdo dos 6leos essenciais de Achyrocline
flaccida (Weinm.) DC. de diferentes regides da Argentina, obteve rendimentos de
6leos essenciais que variaram de 0,1 a 0,8% (p/V). A andlise identificou um total de
83 compostos sendo o a-pineno (25,5 a 55,2%) e B-cariofileno (12,2 a 30,7%) os
compostos mais abundantes para todas as amostras. Além destes dois compostos
majoritarios, outros componentes foram identificados tais como o limoneno (2,5 a
15,0%), a-humuleno (1,2 a 12,1%), a-copaeno (0,6 a 2,9%), cis-B-ocimeno (0,a
2,8%), 6-cadineno (1,0 a 3,0%), B-pineno (0,4 a 1,0%) e cis-B-guaino (0,5 a 2,2%).

199 iendro, M. N. et al. Biochem. System. Ecol. 35 (2007) 720-724.
%2 Retta, D. et al. Biochem. System. Ecol. 36 (2009) 877-881.
201 Zheng, G. Q.; Kenney, P. M.; Lam, L. K. T. J. Nat. Prod. 55 (1992) 999-1003.
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Figura 12. Cromatograma do 6leo essencial obtido no verdo de A. satureoides.
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Figura 13. Cromatograma do 6leo essencial obtido no outono de A. satureoides
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Figura 14. Cromatograma do 6leo essencial obtido na primavera de A. satureioides.
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Figura 15. Cromatograma do 6leo essencial obtido no inverno de A. satureioides.

Ap6s analise dos Oleos essenciais por GC/MS, os compostos foram
identificados e autenticados comparando seus espectros de massas com o banco de
dados do sistema. Deste modo, como exemplo, estdo demonstrados os espectros de
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massa tipicos do limoneno (Figura 16), a-humuleno (Figura 17), a-pineno (Figura 18)
e (E)-cariofileno (Figura 19), compostos identificados nos 6leos essenciais de
A.satureoides.
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Figura 16. Espectro de massa tipico obtido para o limoneno a partir do 6leo essencial de A.
satureioides.
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Figura 17. Espectro de massa tipico obtido para o o-humuleno a partir do éleo essencial de A.
satureioides.
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Figura 18. Espectro de massa tipico obtido para o o-pineno a partir do 6leo essencial de A.
satureioides.
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Figura 19. Espectro de massa tipico obtido para o (E)-cariofileno a partir do 6leo essencial de A.

satureioides.
4.3 Doseamento de flavondides para A. satureioides

O método utilizado para a determinacao de flavondides, baseado na F. Bras.
% consiste na extragdo das agliconas flavonoidicas por um solvente organico, ap6s
hidrélise acida e determinacao espectrofotométrica em 425 nm, apds reacdao de
complexacdo. Durante a hidrélise uma substancia basica, a hexametilenotetramina,
€ adicionada para complexar leucocianidinas possivelmente presentes no vegetal.
Para o doseamento, o agente complexante utilizado € o cloreto de aluminio, que
forma complexo com grupamentos cetonicos e hidroxilicos vicinais presentes nos
compostos flavonoidicos '?" (Figura 20).

OH
OH
HO. O
Q O
Al
(1) (2)
Figura 20. Complexos de compostos flavonoidicos com AlCls/H*. (1) Flavonas e (2) Flavonois. Fonte:

Markham "',

% Farmacopéia Brasileira. 4ed. Sdo Paulo: Atheneu, 2001.
2! Markham, K. R. London: Academic, 1982.
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Com base neste principio, as amostras sazonais A. satureioides foram

submetidas a ensaio de doseamento de flavonodides totais (Tabela 4 e Figura 21).

Tabela 4. Teor de flavondides totais para A. satureioides

Estacéo Teor de Flavondides Totais *
Verdo 0,17 + 0,03
Outono 0,08 + 0,02
Inverno 0,22 + 0,02
Primavera 0,36 + 0,01

*Teor de flavonoides totais calculados como quercetina (CsH;007) (%, m/m).
®Todas as amostras diferiram estatisticamente entre si (p<0,05).

Pode-se verificar, a partir dos resultados, uma diferenga sazonal significativa
no teor de flavonoides totais (p<0,05), sendo que na primavera ocorreram 0S
maiores teores de flavonoides totais, expressos em quercetina (0,36 + 0,01%) e os
menores no outono (0,08 + 0,02%).
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Figura 21. Teores de flavondides para A. satureioides nas diferentes estagdes do ano.

Oliveira et al. '® determinaram o teor de flavonéides em diversas solugdes
extrativas preparadas a partir de inflorescéncias de A. satureioides, levando em
consideracgao diferentes teores alcodlicos, tempo de maceragéo a frio e presenca de

38 Oliveira, A. L. et al. Cad. Farm. 17 (2001) 33 - 38.
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B-ciclodextrinas, obtendo teores que variaram de 0,050 + 0,004 a 0,129 + 0,002,
resultados semelhantes aos obtidos neste estudo.

Diversos autores citam a quercetina como um dos principais flavonoides
presentes em A. satureioides, possuindo potente acao antioxidante capaz de inibir a
peroxidacao lipidica pela captura de ROS e metais quelantes responsaveis pela
geracdo de ROS 87 136 149198 Eqtog resultados demonstram fortes indicios de
atividade antioxidante para esta planta, especialmente na primavera. Porém, ndo é
apenas o conteudo de flavondides totais dos extratos que determina a capacidade
antioxidante, mas também a razdo entre os compostos '*°, tais como contetdo de
polifendis totais, tornando-se indispensaveis ensaios especificos para atestar a
atividade antioxidante dos mesmos.

Outro fato importante que cabe ressaltar, refere-se a coleta desta espécie,
que por questdes de misticismo e religiosidade é realizada durante a semana santa,
durante a época de floragdo (meses de margo e abril, no outono) '*®. Porém, pode-
se observar, a partir dos resultados, que este periodo coincide com o menor teor de

flavonéides indicando que nao se trata de uma época favoravel para tal atividade.
4.4 Preparacao dos extratos brutos para A. satureioides

Em relagdo aos rendimentos dos extratos brutos metandlicos obteve-se
14,5% (p/p) no veréo, 12,0% (p/p) no outono, 4,8% (p/p) no inverno e 14,6% (p/p) na
primavera, destacando-se um menor rendimento no inverno. Na literatura ndo foram
encontrados dados referentes ao rendimento sazonal dos extratos brutos de A.
satureioides. Duarte et al. ®°, obtiveram rendimento de 32,7% (p/p) para o extrato

etandlico de A. satureioides. Lucas et al. '"°

, obtiveram rendimentos de 5,85%
empregando soxhlet usando hexano como solvente extrator. Os mesmos autores
citam que empregando condi¢des brandas (maceragao ou ultra-som) os rendimentos

sdo menores quando comparados a soxhlet ou sonda ultrassonica.

% Duarte, M. C. T. et al. J. Ethnopharmacol. 111 (2007) 197-201.

8 Harborne, J.B.; Williams, C. A. Phytochem. 55 (2000) 481-504.

3| ucas, D. A. P. et al. Anais da 32° Reunido Anual da SBQ, 2008.

'3 Ohshima, H. et al. Free Rad. Biol. Med. 25 (1998) 1057—1065.

'“* Polydoro, M. et al. Life Scienc. 74 (2004) 2815-2826.

% Senna, E. M. T. L. Dissertagdo (Mestrado Ciéncias Farmacéuticas). UFRGS Porto Alegre-RS,1993
'%8 Yamamoto, N. et al. Arch. Biochem. Biophysics. 372 (1999), 347—354.
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4.5 Determinacao de atividade antioxidante para A. satureioides

Varias pesquisas tém avaliado a natureza quimica e a atividade de
antioxidantes de plantas. Estes antioxidantes isolados apresentaram como
constituintes principalmente os polifendis, os quais demonstraram amplas atividades
biolégicas como antibacteriana, anticarcinogénica, antiinflamatéria, antialérgica,
antioxidante e antiviral '%’. A atividade antioxidante dos polifendis pode ser atribuida
principalmente as suas propriedades redutoras, os quais doam hidrogénio,
neutralizando os radicais de oxigénio '®. Os compostos intermediarios, formados
pela acao destes antioxidantes fendlicos, sdo estaveis devido a presenca do anel
aromatico, o qual entra em ressonancia, estabilizando a estrutura 8.

Para este estudo, pode-se observar a nitida variagdo sazonal (p<0,05), onde
as menores atividades antioxidantes (Figura 22), que apresentam os maiores valores
para CEsg (concentragdo capaz de capturar 50% dos radicais livres in vitro), foram
observados no inverno (163 + 2 ug mL™) e outono (152 + 2 ug mL™") e as maiores no
verdo (83,0 + 3,0 ng mL"). Como padrdo empregou-se o &cido ascérbico
apresentando uma CEso de 18,7 ug mL™ + 2,1 (y=2,6458x + 0,462; R? = 0,9971).
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Concentracao Inibitéria (CEs, ug mL™)

Estac6es do ano

Figura 22. Atividade antioxidante expressa em concentracao eficiente (CEs,) método de capacidade
de captura in vitro do radical livre DPPH (1,1—difenil-2—picrilhidrazil) para A. satureioides
nas diferentes estacdes do ano.

'® Atoui, A. K. et al. Food Chem. 89 (2005) 27-36.
8 Haslam, E. J. Nat. Prod. 59 (1996) 205-215.
97 Larson, R. A. Phytochem. 27 (1988) 969-978.
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Na literatura ndo foram encontrados valores de referéncia de CEsg para esta

droga vegetal, empregando esta metodologia, apenas Souza et al. '®

relata que,
quanto maior for o consumo de DPPH pela amostra, maior sera a sua atividade
antioxidante e menor sera a sua CEsq. Ferraro et al. ®°, em estudo sobre a atividade
antioxidante do extrato metandlico das inflorescéncias de A. satureioides, coletada
na Argentina, empregando a mesma metodologia, demonstrou que a atividade
antioxidante apresentou grande variabilidade dependendo da origem das amostras,
com a CEs, variando de 4,5 a 23,9 pg mL". Podemos observar que os resultados
obtidos neste estudo diferiram do autor supracitado, demonstrando uma menor
atividade antioxidante indicando a necessidade de observar o local e periodo da
coleta a fim de assegurar a uniformidade e sua qualidade.

Acredita-se que a grande concentragdo e a diversidade de antioxidantes
presentes nas plantas devem-se ao fato de que as mesmas precisam se proteger
dos radicais livres gerados pelo estresse oxidativo, provocado pelos raios solares e
pela exposicdo ao oxigénio '® sugerindo que as maiores atividades antioxidantes
sejam devido as maiores incidéncias de radiacdo solar a qual a planta tenha sido
exposta. Esta afirmacdo pode ser confirmada pelo fato do verao ter apresentado a
maior incidéncia de radiacdo global, ou seja, 17718 W m™? e o inverno e o outono os
menores (1112 W m? e 1162 W m?, respectivamente).

Em estudo realizado por Asolini et al. ™, a atividade antioxidante dos extratos
aquosos e etandlicos das folhas da A. satureioides, dentre outras plantas medicinais,
foi avaliada através do método de descoloracdo do B-caroteno. Neste estudo, os
extratos aquosos e etandlicos da macela apresentaram atividade antioxidante
superior a 97% e 98%, respectivamente, apos trés horas de reagao, sendo uma das
melhores atividades obtidas dentre as plantas analisadas.

Na pesquisa realizada por Ferraro et al. ®° verificou-se a existéncia de
correlacao entre o conteudo de compostos fendlicos presentes no extrato da macela
e a sua atividade antioxidante. Com base no exposto, € provavel que a atividade
antioxidante demonstrada neste estudo esteja relacionada a presenca de compostos

fendlicos, dentre os quais se destacam os flavonsides °.

14 Asolini, F. C.; Tedesco, A. M.; Carpes, S. T. Braz. J. Food Techn. 9 (2006) 209-215.
% Ferraro, G. et al. Latin. American. J. Pharm. 27 (2008) 626-628.

" Ferraro, G. E. et al. 20 (1981) 2053-2054.

76 Simoes, C. M. O. et al. 4ed. Editora: Universidade/UFRGS/UFSC, 2002.

'8 Souza, C. M. M. et al. Quim. Nova. 30 (2007) 351-355
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Correlacionado a atividade antioxidante com o teor de flavondides totais
expressos em teor de quercetina (Figura 23) podemos observar que a primavera
apresentou alta atividade antioxidante coincidindo com os maiores teores de
flavondides totais, € no verdo, onde as menores atividades antioxidantes foram
obtidas, observou-se os menores teores de flavondides totais. Porém, no inverno
foram observados altos teores de flavondides totais e uma menor atividade

antioxidante.
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Figura 23. Correlagdo sazonal entre os teores de flavonoides totais (linhas) e atividade antioxidante
(barras) obtidos para A. satureioides.

Este resultado pode estar associado ao fato dos flavondides presentes nas
plantas, estarem desempenhando outra funcdo na planta neste periodo, tendo em
vista que, além da protecao dos vegetais contra a incidéncia de radiagao ultravioleta
e visivel e antioxidante, os flavonoides exercem a funcéo de protecao contra insetos,
fungos, virus e bactérias; atraentes de animais com finalidade de polinizagao;

controle de agdo de hormdnios vegetais agentes alelopaticos e inibicdo de enzimas
176

76 Simées, C. M. O. et al. 4ed. Editora: Universidade/UFRGS/UFSC, 2002.
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4.6 Atividades biolégicas para A. satureioides

4.6.1 Ensaio de toxicidade frente a A. salina para A. satureioides

Dolabela °°

em seus estudos estabeleceu um critério de classificacdao de
extratos com base nos niveis de ClLsy (concentracdo capaz de matar 50% dos
naupleos) em A. salina, sendo que extratos com CLsy menor que 80 pg mL™ eram
considerados altamente t6xicos, CLs entre 80 ug mL™ e 250 ug mL™", moderamente
téxicos e CLso maior que 250 ug mL™".

Com base nesta classificacao, a letalidade frente a A. salina para os extratos
brutos das partes aéreas obtidas nas diferentes estacoes de A. satureioides foi

realizada (Tabela 5 e Figuras 24).

Tabela 5. Ensaio de toxicidade frente a A. salina, realizada com o extrato bruto de A. satureioides nas
diferentes estacoes.

Concentracéo ug mL™ Numero de mortos Média % de Mortos
Primavera
10 0 0 2 3 0 1 16
100 3 4 3 4 3 3.4 34
1000 10 10 10 10 8 9,6 96
Verao
10 0 1 1 3 3 1,6 16
100 2 2 3 2 1 2 20
1000 6 4 3 4 5 4,4 44
Outono
10 2 0 1 3 0 1,2 12
100 1 3 1 2 2 1,8 18
1000 9 6 6 6 4 6,2 62
Inverno
10 0 0 0 2 3 1 10
100 2 1 4 2 3 2,4 24
1000 8 10 8 7 7 8 80

% Dolabela, M. F. Dissertagao (Mestrado) UFMG, Belo Horizonte-MG, 1997.
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Figura 24. Ensaio de toxicidade frente a A. salina, realizada com o extrato bruto de A. satureioides
obtido na primavera (a), verao (b), outono (c) e inverno (d).

A partir da equacédo da reta, foram calculadas as Clsy (ug mL") para cada
amostra (Tabela 6). Considerando a classificacdo de Dolabela *°, pode-se afirmar
que os extratos obtidos na primavera (411 pug mL™), outono (758 ug mL™) e inverno
(548 ug mL™") podem ser considerados como de baixa toxicidade.

Os extratos obtidos no verdo foram considerados inativos com base na
classificacdo de Meyer et al. '* que consideram inativos os extratos onde todos os

nauplios sobrevivem a uma concentragdo maior que 1000 pg mL™.

Tabela 6. CLs, obtidas no ensaio de toxicidade frente a A. salina, realizada com amostras de A.

satureioides.
Estacéo CLso (ug mL™)
Primavera 411
Veréao > 1000
Outono 758
Inverno 548

A andlise dos dados demonstrou variagdo na toxicidade para as quatro

estacdes. As atividades biologicas de uma mesma planta, coletada em diferentes

% Dolabela, M. F. Dissertagao (Mestrado) UFMG, Belo Horizonte-MG, 1997.
125 Meyer, B.N. et al. Planta Médica. 45 (1982) 31-34.
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periodos do ano, demonstram significativa variagdo, o qual podem ser atribuido as
alteracbes na quantidade de compostos ativos presentes em cada planta em
diferentes estacdes. Alteragcdes na composicdo quimicas podem ser explicadas em
termos de acao termoreguladora dos compostos hidrofébicos, o qual podem proteger
a planta da desidratacdo. Além disso, compostos polares (triterpenos, flavonoides,
diterpenos) presentes na planta podem agir como barreira fisica para prevenir este
processo %% %8 Sendo assim, haveria a necessidade de uma anélise mais detalhada
na composicao dos extratos nas diferentes estacdes a fim de justificar esta variacao,
apesar de autores atribuir estes resultados a efeitos antagénicos ou sinérgicos entre
componentes majoritarios e minoritarios, bem como outras moléculas presentes na
planta %.

Além disso, as menores CLsy (ug mL") foram observadas na primavera, onde
os maiores teores de flavonéides totais foram observados. Cao et al. ** propés que a
citotoxidade dos extratos pode ser devido ao potencial pro-oxidante. Sabe-se que
flavonoides agem como antioxidantes contra radicais livres, porém 0os mesmos tém
demonstrado acao pro-oxidante quando metais de transicao, tais como ferro e cobre,
estdo disponiveis. Neste sentido, extratos de plantas medicinais que contém alta
concentracao de flavondides e demonstram alta protecao antioxidante in vitro nem
sempre podem produzir os maiores beneficios *°.

Rojas de Arias et al. " em estudos com plantas do género Asteraceae do
Paraguai obteve CLs, 668 pg mL " para os extratos hexanicos das sementes e folhas
de A. satureioides e das inflorescéncias Clsy 100 pg mL'. Para os extratos
etandlicos das folhas, inflorescéncias e sementes os valores encontrados foram
superiores a 1000 ug mL™. Por outro lado, para os extratos etanélicos das raizes os
valores para CLs, foram de 57,8 ug mL™" apresentando toxicidade frente a A. salina.

4.6.2 Atividade Antimicrobiana para A. satureioides

A atividade biolégica de plantas medicinais tem sido objeto de intensa

% Cao, G., Sofic, E., Prior, R. L. Free Radic. Biol. Med. 22 (1997) 749-760.
8 Harbone, J. B.; Mabry, H. Chapman and hall, London, 1975.

% Kamatou, G. P. P.et al. South African J. Bot. 74 (2008) 230—237.

"9 polydoro, M. et al. Life Scienc. 74 (2004) 2815-2826.

'*7 Rojas De Arias, A. et al. J. Ethnopharmacol. 45 (1995) 35—-41.

'%8 Sikkema, J. et al. J. Biol. Chem. 269 (1994) 8022-8028.
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investigacao cientifica. Plantas superiores e aromaticas sdo amplamente utilizadas
na medicina popular, uma vez que apresentam amplo espectro de atividade e
inibicdo comprovada contra bactérias e fungos *. A maioria dessas propriedades é
conferida por produtos do metabolismo secundario, como terpendides e compostos
fendlicos, que também na forma pura exibem atividade 2. Trabalhos recentes sobre a
atividade antimicrobiana de extratos e 6leos essenciais mostram o grande potencial
de aplicagdo de plantas nativas de diversas regides do mundo. No Brasil, estudos
com a mesma finalidade sdo de grande importancia, uma vez que plantas medicinais
sdo utilizadas em vérias areas da saude como forma alternativa de tratamento. Alem
disso, nosso pais apresenta uma rica biodiversidade, devendo-se considerar o custo
mais baixo destas formas terapéuticas em relacdo a medicamentos industrializados
58.

A analise antimicrobiana (Tabela 7) revelou que o 6leo de A. satureioides,
quando testado frente a sete cepas bacterianas ATCC, apresentou uma atividade de
340 pug mL™" (primavera), 637 ug mL™ (verdo) e 37,9 yg mL™" (outono) e 38,4 pg mL™
(inverno) frente a cepa de Staphylococcus epidermidis ATCC 11228; 755,88 pg mL
(primavera), 37,9 ug mL" (outono) e 76,8 ug mL™ (inverno) frente a cepa de Bacillus
cereus ATCC11778 e 604 ug mL™" (primavera), 159 pyg mL" (verdo), 37,9 yg mL™
(outono) e 76,8 ug mL" (inverno) frente a cepa de Klebsiella pneumoniae ATCC
13883. Frente a E. colli todos os valores de MIC foram maiores que 1000 ug mL"
concordando com resultados obtidos por Duarte et al. .

Aligiannis et al. ' propuseram uma classificagdo para materiais de plantas,
baseado nos resultados de CIM (Concentragao Inibitéria Minima). Fortes inibidores
— CIM inferiores a 0,5 mg mL™"; inibidores moderados — CIM entre 0,6 € 1,5 mg mL™;
e inibidores fracos — CIM acima de 1,6 mg mL". Porém, Duarte et al. *°
caracterizaram o extrato como potencialmente antimicrobiano aquele onde a inibicao

em concentragdes vegetais foi de até 2 mgmL™.

' Aligiannis, N. et al. J. Agric. Food Chem. 49 (2001) 4168-4170.
2 Adam, K. etal. J. Agric. Food Chem. 46 (1998) 1739-1745.

8 Duarte, M. C. T. et al. Rev. Bras.Farmacogn. 14 (2004) 06-08.
% Duarte, M. C. T. et al. J. Ethnopharmacol. 97 (2005) 302-311.

% Duarte, M. C. T. et al. J. Ethnopharmacol. 111 (2007) 197-201.
% Hulin, V. etal. Sciences des Aliments.18 (1998) 563-582.
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Tabela 7. Variagao sazonal na atividade antimicrobiana do éleo essencial de A. satureioides.

Estacdo do ano (MIC expresso em ug mL™)*

Cepas Padréo de _ .
cloranfenicol Verao Outono Inverno  Primavera

Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 40 -1275 >1213  >1228 1209
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 30 >1275  >1213 1228 1209
Staphylococcus epidermidis

ATCC 11228 1,25 637 37,9 38,4 340
Shigella ATCC 288 1,25 >1275 >1213  >1228 >1209
Bacillus cereus ATCC 11778 1,25 1275 37,9 76,8 755
Escherichia coli ATCC 11775 3,75 >1275  >1213 1228 1209
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 1,25 159,4 37,9 76,8 604

* Médias do teste em duplicata.

Pode-se observar que as mais significativas atividades antimicrobianas foram
obtidas no outono e inverno. Estes resultados concordam com Hussain et al. ** que
relata que, os 6leos essenciais do outono e inverno exibem uma maior atividade
antimicrobiana. Porém, estes autores atribuem esta maior atividade a presenca de
altos teores de compostos oxigenados nas amostras, resultados que discordam com
os obtidos neste estudo, uma vez que o Unico sesquiterpéno oxigenado identificado
foi o 6xido de cariofileno (0,73 a 3,43%).

Além disso, as propriedades antimicrobianas dos 6leos essenciais parecem
estar associadas a altos teores de hidrocarbonetos monoterpénicos, especialmente
o-pineno. A atividade antimicrobiana destes compostos foi relatada através da
capacidade de destruir a integridade celular, inibicdo da respiracdo e processo de
transporte i6nico e aumento da permeabilidade da membrana das células ** '7°.
Sendo assim, podemos inferir que a atividade antimicrobiana pode estar relacionada
aos hidrocarbonetos monoterpénicos (39,4 a 52,8%) obtidas neste estudo,
especialmente o a-pineno (28,5 a 41,7%) e o limoneno (4,51 a 13,8%), compostos
que mostraram-se em maiores proporcao nas amostras analisadas.

Analise de variancia revela uma variacao sazonal (p<0,05) sobre a atividade

antimicrobiana. Estas variacbes podem ser atribuidas a diferente composicao

8 Cox, S. D. et al. J. Appl. Microbiol. 88 (2000) 170-175.
% Hussain, A. L. et al. Food Chem. 108 (2008) 986-995.
" Sjqueira, N. C. S. et al. Rev. Bras. Farm. 3 (1985) 36-39.
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quimica dos 6leos. Alguns autores demonstram que alteracbes na composicao
quimica dos 6leos essenciais afetam diretamente suas atividades biolégicas % .
Neste sentido, a atividade antibacteriana varia de acordo com o periodo da coleta da
planta, atribuidas as alteragdes sazonais na temperatura e umidade, bem como os
diferentes estagios de desenvolvimento da planta. Sendo assim, as plantas podem
ser usadas como fontes de material para a producdo de medicamentos e
cosmeéticos, porém considerando as variagdes sazonais, 0 material vegetal deve ser

continuamente avaliado, antes do seu emprego % %,

l 78

Em outros estudos Gillij et al. ** analisaram os constituintes do éleo essencial

de A. satureioides. Dentre os terpenos, o terpineno apresentou-se como 0
constituinte majoritario, seguido do limoneno e do o-pineno. Lorenzo et al. '™
pesquisando os constituintes de Oleos essenciais de A. satureioides de amostras
provenientes do Brasil e Uruguai obteve hidrocarbonetos monoterpénicos e
sesquiterpénicos em maior porcentagem (38,8 e 48,7%; 57,3 e 22,1% para Brasil e
Uruguai, respectivamente). O B-cariofileno e o-pineno foram os constituintes
majoritdrios das amostras de ambas regides, mas a concentracado relativa

apresentou variagoes.

% Celiktas, O. Y. et al. Food Chem. 100 (2007) 553-559.

"8Gillij, Y. G. et al. Biores. Technol. 99 (2008) 2507-2515.

“Hess, S. etal. Quim nova. 30 (2007) 370-373.

% Hussain, A. L. et al. Food Chem. 108 (2008) 986-995.

14 Lorenzo, D. et al. Planta Médica, Janeiro, p. 476-477, 2000.

0van Vuuren, S. F. et al.South. African. J. Botan. 73 (2007) 441-448.



4.7 Controle de qualidade da B. articulata

As plantas medicinais constituem importantes recursos terapéuticos para o
tratamento de doencas, principalmente das populacbes das nacbes em
desenvolvimento. Servem tanto a conhecida "medicina caseira", que faz parte da
cultura popular destes paises, como de matéria-prima para elaboragcdo de
medicamentos fitoterdpicos ou extragdo de compostos quimicos com atividade
terapéutica . Porém, a fitoterapia existe principalmente no mercado informal, o que
representa grande perigo a saude da populagdo, pois neste caso, sua
comercializagdo ocorre desconsiderando os aspectos relativos ao controle de
identidade e/ou pureza. Portanto, é indiscutivel a necessidade de um controle, pois
os fitoterapicos representam uma alternativa economicamente viavel a populagao .
Sendo assim, os ensaios preconizados pela F. Bras. ® para o controle de qualidade
de plantas medicinais (substancias extraiveis por alcool, cinzas totais, cinzas
insoluveis em &cido, indice de espuma, perda por dessecacao, teor de 6leos fixos e
teor de flavondides) foram realizados para B. articulata (Tabela 8). Todos os

resultados obtidos foram expressos em valores médios das triplicatas.

Tabela 8. Resultados da analise farmacognéstica de B. articulata.

Substéncias Extraiveis  Cinzas Totais (%) Cinzas Insollveis em indice de Espuma
por Alcool (%) Acido (%) (mL)
Inverno 35,7+ 0,6 2,87 + 0,08 0,24 + 0,01 266 + 17°
Primavera 20,4 + 0,1 2,40 + 0,04 0,18 + 0,01 250 + 27°
Veréo 18,1 + 0,3% 1,54 + 0,21 0,14 + 0,01 250 + 31°
Outono 58,0 + 4,7 4,46 + 0,05 0,15+ 0,00 250 + 13°

Sendo que: m/m — massa/massa.
2 ¢ P = valores apresentaram-se estatisticamente semelhantes entre si (p>0,05).

Considerando o teor de substancias extraiveis por alcool, das partes aéreas

% Farmacopéia Brasileira. 4ed. Sao Paulo: Atheneu, 1988.
72 Freitas, P. C. D. Tese de Doutorado. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas. Sdo Paulo, 1999
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de B. articulata, pode-se observar que 0 mesmo apresentou 0 maior indice no
outono (58,0 + 4,7%) e o menor indice no verao (18,1 + 0,3%). Apesar dos elevados
teores terem sido verificados no outono, o conteudo de substancias extraiveis por
alcool nado indica que no residuo encontram-se o0s constituintes ativos da planta.
Este parametro apenas estabelece algumas condi¢gdes adicionais para o controle de
qualidade da matéria-prima vegetal, Uteis por sua praticidade e baixo custo '2.

O conteudo de cinzas totais estabelece a qualidade de substancia residual
nao volatil no processo de incineragdo. As cinzas totais constituem-se das cinzas
fisioldgicas e nao-fisiolégicas e, quando se acrescenta acido sulfurico, as cinzas
fisiologicas ou organicas sdo consumidas restando os constituintes silicosos e silica
presente no material **. Neste sentido, a determinagdo do teor de cinzas totais
permite a verificagdo de impurezas inorganicas nao-volateis que podem estar
presentes como contaminantes. Com relacdo a esta andlise para B. articulata, os
valores apresentados foram superiores no outono (4,46 + 0,05%) e inferiores no
verao (1,54 + 0,21%), possivelmente pela irregularidade do indice pluviométrico
caracteristico deste periodo. A partir desses dados, pode-se observar uma
correlagdo entre os teores de substancias extraiveis por alcool e cinzas totais, os
quais foram ambos superiores no outono e inferiores no verdo. Budel; Duarte;
Santos # realizando estudos com B. articulata, B. cylindrica, B. dracunculifolia, B.
gaudichaudiana, encontraram valores de 5,67 + 0,11%; 4,00 + 0,21%; 4,56 + 0,07%;
e 3,45 + 0,22%, respectivamente, para os teores de cinzas totais.

Os resultados obtidos para as cinzas insoluveis em acido no inverno (0,24 + 0,01%),
primavera (0,18 + 0,01%), verdo (0,14 + 0,01%) e outono (0,15 + 0,00%),
demonstram que houve variagdes nas diferentes estagées do ano (p<0,05). Budel;
Duarte & Santos ?° obtiveram resultados superiores (0,84 + 0,02%) aos encontrados
neste estudo. Ortins & Akisue '*?, em estudos realizados, apresentaram teores de
cinzas insoluveis de 1,77% e 0,9% nos extratos obtidos pelos processos A e C da
Farmacopéia Brasileira, respectivamente. Através da comparagdo dos resultados
obtidos neste estudo e os obtidos pelos autores citados, observa-se menores teores

para cinzas totais e cinzas insolUveis em acidos, demonstrando menor presenca de

2 Budel, J. M.; Duarte, M. R.; Santos, C. A. M. Rev. Bras. Farmacogn. 14 (2004) 41-48.
8 Cirio, G. M. et al. Visdo Académica. 4 (2003) 67-76.

123 Mello, J. C. P.; Petrovick, P. R. Act. Farmac. Bonaer. 19 (2000) 211-215.

2 Ortins, G. M. M.; Akisue, G. Pers, Lecta. 18 (2000) 9-32.
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impurezas inorganicas nao-volateis.

De acordo com a literatura, ndo existem teores maximos para cinzas totais e
insoluveis em acido estabelecidos oficialmente para a espécie em estudo. Entretato,
seus indices apresentaram-se menores em relacdo aos apresentados em outras
espécies, como Centella asiatica, Malva sylvestris (11 e 16%, respectivamente) e,
além disso, baixos teores de cinzas totais seriam indicativos de cuidados observados
na obtenc&o dessas matérias-primas % .

Em relacdo a perda por dessecacao os valores encontrados foram de 10,2 +
0,01% (primavera), 9,82 + 0,01% (verdo), 10,13 + 0,02% (outono) e 10, 9 + 0,1%
(inverno). Os resultados obtidos encontram-se entre 8,0 a 14,0% preconizado pela F.

Bras.

indicando que nao ha excesso de umidade na matéria-prima vegetal. A
avaliacao estatistica permitiu verificar que nao houve diferenga significativa entre as
amostras (p>0,05). Estes resultados estdo em concordancia com Budel; Duarte &

Santos 2

, 0S quais encontraram resultados para teor de umidade e perda por
dessecacdo de 8,1 e 10,8 (mL 100 g "), respectivamente para a mesma planta.

Apesar dos resultados obtidos indicarem uma variagdo sazonal nos teores de
cinzas e cinzas totais para B. articulata, Chicourel et al. *° avaliando os teores de
umidade e cinzas em funcao das estacdes do ano para trés espécies de Baccharis
incluindo a B. trimera DC., evidenciaram que esses teores ndao se alteram
sazonalmente para as espécies estudada.

Com relacdo aos valores do indice de espuma aferidos durante as analises
realizadas nas amostras de B. articulata, percebeu-se que, apoOs tratamento
estatistico, ndo houve diferenca entre as estacdes, sugerindo que, para substancias
com potencial afrogéncio, principalmente as saponinas, esta espécie vegetal ndo é
sensivel as alteragbes sazonais, no que se refere a biossintese deste tipo de
metabdlito, dados que concordam com Borella et al. %°.

Os teores de bleos fixos apresentaram indices de 2,49 + 0,26% (primavera),
1,94 + 0,17% (verao), 2,16 + 0,09% (outono) e 2,15 + 0,32% (inverno), nao diferindo
estatisticamente entre si (p>0,05). A presenca de dleos fixos nas partes aéreas de B.

®Borella, J. C. etal. Rev. Bras. Farmacogn. 16 (2006) 557-561.

2. M.; Duarte, M. R.; Santos, C. A. M. Rev. Bras. Farmacogn. 14 (2004) 41-48.
“% Chicourel, E.L. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 7/8 (1997) 59-66.

% Farmacopéia Brasileira. 4ed. Sao Paulo: Atheneu, 1988.

%% Farmacopéia Brasileira. 4ed. Sao Paulo: Atheneu, 2000.
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articulata possibilita a incorporacdo do extrato em formulagdes dermatolégicas

devido as suas propriedades emolientes.

4.8 Teores e caracterizacao dos oleos essenciais de B. articulata

Em relacdo ao teor de Oleo essencial (Tabela 9), do ponto de vista
quantitativo, das partes aéreas de B. articulata, pode-se observar que 0s maiores
teores de 6leo essencial apresentaram-se no inverno (0,43 + 0,05%) e primavera
(0,41 + 0,03%) o qual reduziu significativamente (p<0,05) no verao (0,22 + 0,01%).

Tabela 9. Teores do 6leo essencial das partes aéreas de B. articulata.

Estagéao Proporgao (m/m;%)
Primavera 0,41 + 0,03
Verao 0,22 + 0,01
Outono 0,29 + 0,02
Inverno 0,43 + 0,05

Os baixos rendimentos do 6leo essencial no verdo podem ser atribuidos as altas
temperaturas e, por este motivo pode ser esperado a evaporagao parcial de alguns
constituintes volateis da planta ®. Estes resultados estdo em concordancia com
Simées et al. '"® que cita que a coleta deve ser realizada nos periodos onde a
exposicao ao sol € menor, uma vez que a alta exposigao ao sol pode provocar uma
perda quantitativa importante dos constituintes volateis existente nos vegetais. Além
disso, os altos teores de bleo essencial obtido na primavera podem ser explicados
pelo fato da planta estar no periodo de floragdo. Durante este periodo, as plantas
podem produzir uma quantidade substancial de 6éleo essencial a fim de atrair

polinizadores '**. Budel; Duarte & Santos #

realizando estudos com plantas do
género Baccharis (B. articulata, B. cylindrica, B. dracunculifolia e B. gaudichaudiana),
obtiveram bons rendimentos de éleo essencial (0,5 mL/100 g; 0,6 mL/100 g; 0,8

mL/100 g; 0,1 mL/100 g), sendo que os autores atribuiram os bons rendimentos em

% Budel, J. M.; Duarte, M. R.; Santos, C. A. M. Rev. Bras. Farmacogn. 14 (2004) 41-48.
% Hussain, A. L. et al. Food Chem. 108 (2008) 986-995.

“pala-Paul, J. et al. Biochem. System. Ecol. 69 (2001) 663-672.

76 Simées, C. M. O. et al. 4ed. Editora: Universidade/UFRGS/UFSC, 2002.
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parte devido a correta obtengdo dessas drogas vegetais, destacando-se a coleta
pouco antes da floracdo, quando o conteludo de 6leo deve ser maximo. Em outros
estudos, os teores de 6leos essenciais para B. articulata variaram de 0,5% '"® a
0,2% 2%,

Os dleos essenciais sdo misturas naturais bastante complexas, contendo
cerca de 20 a 60 compostos em diferentes proporcdes. Caracterizam-se por
apresentar dois ou trés compostos majoritdrios em concentragdées razoavelmente
altas (20 a 70%) quando comparado aos demais componentes presentes em
quantidades traco '’.

Uma andlise detalhada utilizando-se GC/MS do 6leo essencial de B. articulata
(Tabela 10 e Anexo A, B, C e D) revelou propor¢gdes e/ou constituicao distinta nas
diferentes estagdes do ano.

Um total de 28 compostos representando 99,24 a 99,97% do éleo foram
identificados. O B-pineno foi o principal constituinte apresentado pelo 6leo essencial
(24,0 a 2,05%), seguido do limoneno (8,45 a 11,2%), espatulenol (9,31 a 10,9%) e
(E)-cariofileno (4,61 a 7,80%). Os Oleos essenciais analisados consistiram
principalmente de hidrocarbonetos monoterpénicos (41,8 a 52,8%), seguido de
hidrocarbonetos sesquiterpénicos (20,4 a 31,5%) e sesquiterpenos oxigenados (23,5
a 27,7%). Estes resultados concordam com Lago et al. ', o qual cita que, apesar
das pesquisas com B. ftrimera terem apresentado maior porcentagem de
hidrocarbonetos sesquiterpénicos, normalmente o0s monoterpenos tém sido
observados como derivados majoritarios em muitas espécies de Baccharis. Porém,
Silva et al., """ relata que, embora os constituintes principais dos 6leos essenciais da
espécie Baccharis possam apresentar variagbes sazonais, sesquiterpenos

oxigenados sao normalmente a classe predominante.

"7 Bakkali, F. et al. Food Chem. Toxicol. 46 (2008) 446-475.
'%Lago, H. G. et al. J. Braz. Chem. Soc. 17 (2006) 1334-1338.
' Silva, F. G. et al. J. Braz. Soc.18 (2007) 990-997

'"® Simdes-Pires, C. A. et al. Plant. Syst. Evol. 253 (2005) 23-32.
204 Zunino, M.P. et al. Planta Medica 64 (1998) 86-87.
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Tabela 10. Constituintes quimicos do 6leo essencial de B. articulata obtidos por anélise de GC/MS.
Constituintes Tr IR™ EstacoOes Identif.
Primavera Verao Outono Inverno
(%) (%) (%) (%)

Hidrocarbonetos monoterpénicos
o-Pineno 7,02 939 4,58 5,62 6,02 4,89 a,b,c
B-Pineno 8,30 980 25,34 24,23 32,05 24,02 a, b
Mirceno 8,48 991 1,76 2,18 2,07 2,18 a, b
Limoneno 9,68 1032 8,45 9,15 11,19 10,19 a, b,c
B-Ocimeno 10,0 1050 1,67 1,77 1,50 1,46 a,b

41,80 42,95 52,83 42,74
Monoterpenos oxigenados
y-Terpineol 10,4 1189 1,32 1,66 2,54 1,77 a,b
Hidrocarbonetos sequiterpénicos
5-Elemeno 11,2 1875 3,43 3,54 2,63 5,72 a,b
B-Elemeno 11,6 1398 7,92 0,73 0,56 1,56 a,b
E-Cariofileno 122 1418 4,75 6,03 4,61 7,80 a, b,c
Aromadendreno 12,40 1439 0,00 0,94 0,28 0,00 a,b
A-Humuleno 12,90 1456 1,41 1,87 1,13 0,00 a, b
v-Muuroleno 13,5 1477 0,35 0,08 0,07 0,31 a,b
Germacreno D 13,8 1480 1,32 3,33 2,16 2,39 a, b
Viridifloreno 14,0 1490 2,55 1,56 1,50 2,50 a,b
Biciclogermacreno 15,5 1494 4,05 4,99 3,57 3,64 a,b
v-Epi-a-Selineno 17,4 1503 0,97 0,83 0,66 0,83 a,b
y-Cadineno 176 1515 3,43 3,64 3,20 3,85 a,b

31,50 27,54 20,37 28,60
Sesquiterpenos oxigenados
Espatulenol 21,6 1576 9,42 10,71 9,31 10,92 a, b
Globulol 21,7 1583 0,88 1,66 1,13 0,94 a, b
Viridiflorol 21,7 1590 3,87 6,03 4,23 3,74 a, b
Guaiol 21,9 1595 3,96 4,37 4,23 4,58 a, b
Eudesmol 22,0 1656 1,06 1,14 1,50 1,56 a,b
Epi-a-cadinol 23,5 1640 2,38 1,56 1,69 2,08 a,b
Epi-a-muurolol 23,8 1641 0,44 0,21 - 0,10 a, b
Cubenol 24,3 1642 0,18 0,62 - - a,b
Valeraniol 24,5 1653 0,53 - - - a,b
v-Epi-a-Eudesmol 248 1661 1,06 - - 0,94 a, b
Eudesmol 249 1684 1,58 1,35 1,41 1,46

25,34 27,66 23,50 26,31
Total 99,97 99,82 99,24 99,42

a = identificagao baseado no tempo de retengéo e padrdo de fragmentagao observado nos espectros

de massas;

b = identificacdo baseada no indice de retencdo linear (indice de Kovats) calculado em relagéo aos
tempos de retencao de uma série homologa de n-alcanos (IK);
¢ = identificacdo baseada em padréo.

Os monorpenos que apresentaram maior porcentagem, neste estudo foram o
B-pineno (24,0 a 32,0%), limoneno (8,45 a 11,2%) e a-pineno (4,58 a 6,02%). O v-
terpineol (1,32 a 2,54%) foi o unico monoterpeno oxigenado identificado. Os

hidrocarbonetos sesquiterpénicos que apresentaram maior porcentagem foram (E)-

cariofileno (4,61 a 7,80%), biciclogermacreno (3,57 a 4,99%), y-cadineno (3,20 a
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3,85%) e d-elemeno (2,63 a 5,72%) e os sesquiterpenos oxigenados o espatulenol
(9,31 a 10,9%), guaiol (3,96 a 4,58%) e viridiflorol (3,74 a 6,03%).

Em relagdo as esta¢des do ano, uma maior porcentagem de hidrocarbonetos
monoterpénicos foi verificada no outono (52,8%), seguido dos teores obtidos na
primavera (42,7%), verdao (42,9%) e inverno (41,8%). Os hidrocarbonetos
sesquiterpénicos apresentaram maiores porcentagens na primavera (31,5%),
seguido dos teores obtidos no inverno (28,6%), verao (27,5%) e outono (20,4%). Em
relacdo aos sesquiterpenos oxigenados identificou-se na primavera (25,3%), verao
(27,7%), inverno (26,3%) e outono (23,5%).

A alta propor¢cao de monoterpenos é importante uma vez que nas plantas, os
terpenos e derivados de baixo peso molecular sdo responsaveis pelo odor agradavel
e caracteristico de muitos vegetais, e suas fungdes incluem defesa do organismo
contra predadores e patégenos, interacdes alelopaticas, antioxidantes,
bioregulatérias e atragao de polinizadores pelo aroma '7®.

Ap6s analise dos Oleos essenciais por GC/MS, os compostos foram
identificados e autenticados comparando seus espectros de massas com o banco de
dados do sistema. Como exemplo, a Figura 25 demonstra um espectro de massas

tipico do a-pineno.
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Figura 25. Espectro de massa tipico obtido para o a-pineno a partir do o 6leo essencial de B.
articulada.

Dados referentes a variacao sazonal do 6leo essencial de B. articulata nao
foram encontrados na literatura até o presente momento. Somente, Agostini et al. *,
em estudos com o género Baccharis incluindo a B. articulata, demonstraram

resultados semelhantes, onde as trés amostras de B. articulata estudadas

8 Agostini, F. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 15 (2005) 215-220.
76 Simées, C. M. O. et al. 4ed. Editora: Universidade/UFRGS/UFSC, 2002.
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apresentaram como composto majoritario o P-pineno, em concentragdes que
variaram de 41,4 a 52,8%, seguido do limoneno (4,0 a 17,6 %) e espatulenol (1,4 a
10,4%). Os hidrocarbonetos monoterpénicos apresentaram-se em maior proporgao
(61,1 a 67%). Os maiores rendimentos também foram observados para B. articulata
com 0,5% (p/v).

Andlise sazonal realizada com amostras de B. trimera coletadas em areas de
Cerrado e Mata Atlantica demonstraram que a constituicdo quimica manteve-se
praticamente inalterada. O carquejol foi o componente majoritdrio em todas as
amostras. Outros componentes que ocorreram em concentragdes maiores que 10%
foram o acetato de carquejila, a-pineno, germacreno-D, biciclogermacreno,
germacreno-B, B-cariofileno, aromadendreno e espatulenol *’.

Lago et al. "%

avaliaram o 6leo essencial das partes aéreas de seis espécies
do género Baccharis, extraidos empregando hidrodestilacao e analisados por GC e
GC/MS (B. dracunculifolia, B. microdonta, B. regnelli, B. schultzii, B. trimera e B.
uncinella). Os autores observaram a predominancia de sesquiterpenos em todos os
Oleos estudados com B-elemeno em B. dracunculifolia e B. regnelli, o-humuleno em
B. trimera, g-gurjuneno em B. schultzii, biciclogermacreno em B. regnelli, y-cadineno
em B. regnelli e B. uncinella, espatulenol em B. schultzii, cariofileno em B.
microdonta e guaiol em B. uncinella. Contudo, uma grande quantidade de
monoterpenos também foi observada em B. uncinella (a-pineno), B. regnelli (d-car-3-
eno) e B. schultzii (limoneno).

Pode-se observar que a composi¢cdo quimica do Oleo essencial de B.
articulata apresentou variagdes consideraveis em relacdo as estacées do ano.
Neste sentido, a pesquisa de seus constituintes quimicos, bem como a variabilidade
sazonal do mesmo, mostra-se extremamente relevante uma vez que a composi¢cao
quimica de um Oleo volétil, extraido do mesmo 6rgdo de uma mesma espécie
vegetal, pode variar significativamente, durante o desenvolvimento do vegetal, de
acordo com a época de coleta, condicbes climaticas (temperatura, a umidade
relativa, a duracao total de exposicao ao sol e o regime de ventos) e o tipo de solo

alterando significativamente suas caracteristicas e atividades farmacolégicas '"°.

87 Carreira, R. C. Tese de doutorado. Instit. Botan. Secret. Meio Ambiente, Sdo Paulo, 2007.
% ago, J. H. G. et al. Quim. Nova. 31 (2008) 727-730.
' Simées, C. M. O. et al. 4ed. Editora: Universidade/UFRGS/UFSC, 2002.
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4.9 Doseamento de flavondides

Com relacao ao doseamento de flavonodides (Tabela 11 e Figura 26), ficou
evidente a grande variabilidade do teor dessa classe de compostos no decorrer do

periodo (p<0,05).

Tabela 11. Teor de flavondides para B. articulata.

Estacéo Teor de Flavonoides*®
Inverno 0,36 + 0,02
Primavera 0,29 + 0,01
Verao 0,13 + 0,01
Outono 0,64 + 0,04

*Teor de flavondides totais calculados como quercetina (CsH;,0-) (%, m/m)
®Todos os valores apresentaram diferenca significativa entre si (p<0,05)

Pode-se verificar, um menor teor de flavonoides totais expressos como
quercetina (%; m/m) apresentado no verdao, com posterior aumento expressivo de
teor nos meses subseqientes, possivelmente devido a radiacdo solar intensa,
caracteristica desta estacdo. Além disso, esta variagdo pode ter ocorrido pela
mudanca de estagao (verao-outono) aliada a fatores, tais como climético, (ocorréncia

de chuvas), estagio fenoldgico e presenca ou nao de patégenos.

08 -
07 -
06 -
05 -
04
03 1
02

como Quercetina (%/ m/m)

0,1 -

Teor de flavondides totais calculados

0
Verao Outono Inverno Primavera

Estagcdes do Ano

Figura 26. Teores de flavondides para B. articulata nas diferentes esta¢des do ano.
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Yariwake et al. ' cita uma tendéncia geral, tanto dos flavonéides totais como
dos fendis totais, serem produzidos em menores concentragdes em estagcdes com
fotoperiodo bem definidos: inverno (dias curtos e noites longas) e verao (dias longos
e noites curtas), enquanto que maior producdo destes metabdlitos esta
correlacionada com as estagdes que apresentam diferenga menos nitida na duragéao
dos dias e noites (primavera e outono). Esta tendéncia mostrou-se coerente

parcialmente neste estudo, com excec¢ao a primavera.
4.10 Atividades bioldgicas para B. articulata
4.10.1 Ensaio de toxicidade frente a Artemia salina

Recentes trabalhos tém demonstrado que em células eucariontes, os 6leos
essenciais podem agir como pré-oxidantes afetando a membrana das células e
organelas tais como as mitocondrias. Dependendo do tipo e concentragao, os 6leos
essenciais podem exibir efeitos citotdxicos sobre as células vivas . Sendo assim, o
6leo essencial de B. articulata foi submetido a ensaio de toxicidade frente a A. salina
(Tabela 12 e Figura 27).

Tabela 12. Ensaio de toxicidade frente a A. salina, realizada com 6leo de B. articulata e controles
positivo e negativo.

Grupos Numero de mortos Média % de mortes
-1
Oleo 10 ug mL 0 0 0 0 0 0 0
< -1
Oleo 100 pg mL 0 0 1 0 0 0,2 0,2
< -1
Oleo 1000 ug mL 5 3 3 2 3 2,6 2,6
Controle negativo 0 0 0 0 0 0 0
Controle positivo (K2Cr,05
0,04 mg mL™) 5 6 5 5 4 5 5

"7 Bakkali, F. et al. Food Chem. Toxicol. 46 (2008) 446-475.
' Yariwakel, J. H. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 15 (2005) 162-168.
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Figura 27. Ensaio de toxicidade frente a A. salina, realizada com 6éleo essencial de B. articulata.

Souza et al. ' avaliando a toxicidade de folhas de Eremanthus
erythropappus, planta da familia Asteraceae, obteve CLsy de 9,60 mg mL" e 9,25
mg mL", para éleos essenciais obtidos de folhas jovens e adultas, respectivamente.
Estes 6leos essenciais demonstraram ser 52 vezes mais potentes que o timol (CLso
=480mgmL™").

Adicionalmente, o ensaio de toxicidade frente a A. salina foi realizado com o
extrato bruto metandlico e nas fragdes hexano, diclorometano e acetato de etila de

B. articulata (Tabela 13 e na Figura 28).

Tabela 13. Ensaio de toxicidade frente a A. salina, realizada com o extrato bruto metandlico e as
fragbes hexano, diclorometano e acetato de etila de B. articulata.

Concentracdo pg mL™ Numero de mortos Média % de Mortos
Fragao hexano
10 2 1 1 1 1 1,2 12
100 1 1 2 0 2 1,2 12
1000 10 9 10 8 8 90
Fragao diclorometano
10 1 0 0 2 2 1 10
100 1 3 1 3 3 2,2 22
1000 10 10 10 10 10 10 100
Fragao acetato de etila
10 2 2 0 0 1 1 10
100 2 2 2 2 2 2 20
1000 10 10 10 10 10 10 100
Extrato bruto metandlico
10 0 1 0 1 1 0,6 6
100 1 0 1 1 1 0,8 8

1000 1 1 1 1 1 1 10

¥ Sousa, O. V. et al. Rev. Bras. Farm. 89 (2008) 113-116.
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Figura 28. Ensaio de toxicidade frente a A. salina, realizada com a fragdao hexano (a), diclorometano
(b), acetato de etila (c) e extrato bruto metandlico (d) de B. articulata.

Posteriormente, com base nas equacdes de reta, foram calculadas as CLsg

para cada amostra (Tabela 14).

Tabela 14. CLs, referente a ensaio de toxicidade frente a A. salina, realizada com amostras de
fragdes de B. articulata.

Amostra Clso (Mg mL™)
Oleo essencial > 1000
Fragao hexano 516
Fragao diclorometano 437
Fragao acetato de etila 444
Extrato bruto metandlico > 1000

De acordo com Meyer et al. '®® sdo considerados ativos os extratos que
apresentarem ClLso menor que 1000 pg mL™, portanto, o 6leo essencial e o extrato

bruto metandlico, obtido de partes aéreas de B. articulata, podem ser considerados

125 Meyer, B.N. et al. Planta Médica. 45 (1982) 31-34.
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como nao toxicos. As demais fracoes (fracdes hexano, diclorometano e acetato de
etila), podem ser classificadas como substancias de baixa toxicidade com base nos

estudos realizados por Dolabela °°

, que classifica como altamente toxicos as
substancias com CLs, menores que 80 pg mL™"; moderadamente téxicos, com ClLso
entre 80 ug mL™ e 250 pg mL"; e com baixa toxicidade ou ndo téxicos, substancias
com CLsp maiores que 250 ug mL™".

Outros estudos com o género Baccharis com os extratos em cloroformio e em
metanol de folhas da espécie Baccharis pseudotenuifolia foram submetidos ao
bioensaio de toxicidade sobre Artemia salina (TAS), sendo que ambos foram
considerados ativos (TAS<1000 pug mL'). A maior atividade concentrou-se no
extrato cloroférmico (TAS=115 ug mL™) no qual detectou-se a presenca do triterpeno
acido oleandlico. Este resultado € indicativo da presenca de um importante

componente citotoxico na fragao cloroférmica '#”.
4.10.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais pode constituir a base de
muitas aplicacdées, incluindo aplicacbes como conservantes na industria
farmacéutica, ou como alternativa medicinal em terapias naturais. Sendo assim,
varias pesquisas a fim de explorar o potencial de alguns 6leos essenciais para o
tratamento de doencas infecciosas que venha substituir medicamentos
farmacéuticos tém sido realizadas 3® ''.

Por este motivo, a capacidade de inibir o crescimento de microorganismos
representa uma atividade muito visada em plantas medicinais, especialmente em
Oleos essenciais extraidos das mesmas. Neste sentido, os 6leos essenciais de B.
articulata obtidos por hidrodestilagdo nas diferentes estagcées do ano foram testados

frente a diferentes microorganismos (Tabela 15).

% Celiktas, O. Y. et al. Food Chem. 100 (2007) 553-559

% Dolabela, M. F. Dissertacdo (Mestrado) UFMG. Belo Horizonte-MG, 1997, 128p.
"2 Moreira, F. P. M.et al. Quim. Nova. 26 (2003) 309-311.

'8! Sokovic, M. et al. Europ. J. Plant. Pathol. 116 (2006) 211—224.
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Tabela 15. Variacdo sazonal na atividade antimicrobiana do 6leo essencial de B. articulata.

Cepas Estagao do ano (MIC expresso em pg mL™)*

Padréao de Verdo Outono Inverno Primavera
cloranfenicol

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) 40 >1193 >1240 >1250 >1258
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) 30 >1193 >1240 >1250 >1258
Staphylococcus epidermidis 1,25 >1193 >1240 >1250 >1258
(ATCC 11228)

Shigella (A\TCC 288) 1,25 >1193 >1240 >1250 >1258
Bacillus cereus (ATCC 11778) 1,25 >1193 465 312,5 314
Escherichia coli (ATCC 11775) 3,75 >1193 >1240 >1250 >1258
Klebsiella pneumoniae (ATCC 13883) 1,25 >1193 >1240 78,1 >1258

Médias do teste em duplicata.

De acordo com os resultados pode-se observar que, frente as sete cepas
ATCC testadas, o 6leo essencial de B. articulata apresentou variabilidade sazonal.
Verifica-se uma atividade de 314 ug mL™ (primavera), 465 ug mL™ (outono) e 312 pg
mL™" (inverno) frente a cepa de Bacillus cereus ATCC 11778. A maior atividade
ocorreu no inverno, quando o 6leo essencial também apresentou-se efetivo na
concentracdo de 78,1 ug mL™" frente a cepa Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.
Baixas atividades foram observadas para os demais microrganismos.

As menores atividades antimicrobianas ocorreram no verdo, onde os teores
de 6leo essencial apresentaram-se reduzidos. As maiores atividades antimicrobianas
foram observadas no inverno e primavera, estacbes onde os teores de dleo
essencial também foram superiores (0,43 + 0,05% e 0,43 + 0,05% no inverno e
primavera, respectivamente). Esta variacdo sazonal observada neste estudo
corrobora com a recente revisdo realizada por Nascimento et al. '*° os quais relatam
que, dentre os fatores que afetam a composicdo quimica dos 6leos, podendo
provocar altera¢des na atividade antimicrobiana, pode-se destacar clima, solo, época
e forma de plantio, adubacdo, uso de agrotbxicos, irrigacdo, tempo e condicoes
ambientais, proveniéncia do material da planta (fresco ou seco), técnicas de
extracao, fonte boténica, variacao geografica (latitude e longitude).

Uma tentativa de correlacionar a atividade antimicrobiana e a porcentagem

'3 Nascimento, P. F. C. et al. Rev. Bras. Farmacogn. 17 (2007) 108-113.
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dos constituintes quimicos apresentados em cada estacdo nao obteve sucesso.
Podemos inferir, a partir disso que, possivelmente ndo sdao compostos isolados os
responsaveis pela atividade biolégica, mas a relagdo existente entre os mesmos,
fato recentemente observado por Kamatou et al. %.

% Kamatou, G. P. P. et al. South African J. Bot. 74 (2008) 230—237.



5. CONCLUSAO

Os resultados demostraram que, comparando ambas espécies estudadas A.
satureioides e B. articulata, alguns parametros de controle de qualidade (indice de
espuma, cinzas totais, perda por dessecacdo e 06leos fixos), preconizados pela
Farmacopéia Brasileira (1988) nao sofrem variacdo sazonal, sugerindo que o0s
mesmo ndo devem ser 0s UNicos ensaios a serem realizados durante estudos desta
natureza. Além disso, os mesmos nao sao indicativos dos teores de substancias
ativas, apenas fornecem informagdes adicionais sobre as condigdes corretas do
manejo da planta.

Por outro lado, os teores de flavondides, mostraram-se expressivamente
sujeitos a esta variacdo em A. satureioides e B. articulata demonstrando que 0s
flavondides sdo metabolizados claramente em resposta aos estimulos do meio
ambiente com as necessidades da planta, uma vez que os mesmos desempenham
diversas fungdes na planta, como de defesa frente a radiacao ultravioleta, barreira
quimica de defesa contra microorganismos, insetos e outros animais herbivoros e
para a polinizacdo. Os teores de 6leos essenciais obtidos das partes aéreas por
hidrodestilacdo e a porcentagem da constituicdo quimica quando os mesmos foram
analisados por GC/MS também mostraram-se sucetiveis a esta variagao.

Além disso, as atividades biologicas, tais como atividade antioxidante avaliada
através do método de capacidade de captura in vitro do radical livre DPPH, ensaio
de toxicidade frente a Artemia salina e atividade antimicrobiana determinada pela
determinac¢do da concentragdo inibitéria minima apresentaram varia¢do significativa
de acordo com a estagao do ano.

Uma tentativa de correlacionar as atividades biologicas e a porcentagem dos
constituintes quimicos dos dleos volateis, apresentados em cada estagdo, nao
obteve sucesso sugerindo que, possivelmente ndo s&o compostos isolados os
responsaveis pela atividade biologica, mas a relagdo existente entre os mesmos.

Deste modo, pode-se observar que a produgdo de compostos fitoquimicos é
freqlientemente governada por fatores externos como composicao do solo, indice
pluviométrico, altitude, radiacdo UV, sazonalidade, temperatura, ritmo circadiano.
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Desta forma, a composi¢cdo quimica da planta € assim, sujeita a variagcoes
tanto qualitativas quanto quantitativas e, tendo em vista, que a atividade biol6gica
depende da composicao quimica, sdao similarmente afetadas por estas variacdes.

Sendo assim, pode-se concluir, portanto, a necessidade de estudos sobre a
variagdo sazonal na composi¢cdo quimica e atividades biolégicas de plantas bem
como a importancia da discussdo sobre a padronizacdo dos principios ativos e da

estabilidade desses produtos para a eficacia terapéutica.
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ANEXO A: Cromatograma do 6leo essencial obtido no verdo de B. articulada.
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ANEXO B: Cromatograma do 6leo essencial obtido no outono de B. articulada.
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ANEXO C: Cromatograma do 6leo essencial obtido na primavera de B. articulada.
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ANEXO D: Cromatograma do 6leo essencial obtido no inverno de B. articulada.
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ANEXO E: Informagdes climaticas
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