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RESUMO

POTENC[AL ANTIPROLIFERATIVO, ANTIGENOTQXICO E ANALISE
FITOQUIMICA DOS EXTRATOS AQUOSOS E DO OLEO DE Baccharis
dracunculifolia DC. (Asteraceae)

AUTORA: Marina Pasqualli
ORIENTADORA: Solange Bosio Tedesco

Baccharis dracunculifolia DC. é uma espécie medicinal, conhecida popularmente como
vassourinha, e tem sua utilizagdo baseada no preparo de infusdes das folhas para o
tratamento de distarbios gastricos, cansago fisico, inapeténcia, afeccdes febris e
debilidade orgénica. Seu 6leo essencial se destaca na inddstria de perfumaria, bem como
em estudos biologicos. O trabalho teve por objetivos avaliar o potencial
antiproliferativo, genotoxico e antigenotdxico de duas populac@es de B. dracunculifolia
sobre os sistemas teste de Allium cepa L. e Lactuca sativa L., bem como realizar a
andlise fitoquimica do extrato aquoso e do dleo obtidos a partir das folhas. O material
utilizado no preparo das infusbes e do 6leo constou de duas populacdes coletadas em
Santa Maria (SM) e Séo Pedro do Sul (SPS), do qual parte foi desidratado para preparo
das infusdes nas concentrages 5g.Lt e 10g.L? e outra parte foi congelada para
posterior extracdo do Oleo essencial. Para determinacgdo das atividades antiproliferativa,
genotoxica e antigenotoxica, foi avaliado o efeito dos extratos aquosos e do 6leo sobre
o0s sistemas teste de A. cepa e L. sativa. O experimento com A. cepa constou de doze
grupos de quatro bulbos, cada grupo correspondendo a um tratamento. Os bulbos foram
enraizados em agua e posteriormente submetidos aos tratamentos por 24 horas. O
experimento com L. sativa constou de nove grupos de quatro placas de Petri, cada grupo
correspondendo a um tratamento, onde foram dispostas 50 sementes por placa. Cada
placa foi embebida com aproximadamente 7 mL de extrato, os quais ficaram em contato
com as sementes por 72 horas. Apo6s esse periodo as raizes de A. cepa e as sementes de
L. sativa foram coletadas, fixadas em Carnoy 3:1 e armazenadas sob refrigeracdo em
etanol 70% até o preparo das laminas. A determinacdo dos compostos fenodlicos
presentes nos extratos aquosos foi realizada pela técnica de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE). Os compostos do 6leo essencial foram determinados pela
técnica de Cromatografia Gasosa (CG). Os dados obtidos da anélise de genotoxicidade
foram submetidos ao teste Qui-quadrado, enquanto que, os dados da andlise
cromatografica foram submetidos ao teste de Tukey (p<0,05). Os resultados do teste de
A. cepa demonstraram que os extratos de B. dracunculifolia possuem potencial
antipoliferativo e antigenotoxico, bem como o 6leo essencial da populagdo de SPS,
enquanto que o 6leo da populacdo SM induziu a proliferacéo celular. Para o teste de L.
sativa, os extratos aquosos das duas populagdes demonstraram efeito antiproliferativo,
com excecdo do extrato aquoso da populagdo SPS na concentracio de 10 g.L, no qual
houve um aumento da proliferacdo celular. As analises cromatogréaficas indicaram como
compostos majoritarios, 0 acido p-cumarico para os extratos aquosos e o E-nerolidol
para o Oleo essencial.

Palavras-chave: Vassourinha, Bioensaios, Teste Allium cepa, Teste Lactuca sativa.



ABSTRACT

ANTIPROLIFERATIVE POTENTIAL, ANTIGENOTOXIC AND
PHYTOCHEMICAL ANALYSIS OF AQUEOUS EXTRACTS AND OIL OF
Baccharis dracunculifolia DC. (Asteraceae)

AUTHOR: Marina Pasqualli
ADVISER: Solange Bosio Tedesco

Baccharis dracunculifolia is a medicinal species, popularly known as broom, and has its
use based on the preparation of infusions of leaves for the treatment of gastric disorders,
physical fatigue, lack of appetite, fever diseases and organic weakness. Its essential oil
stands out in the perfumery industry as well as in biological studies. The study aimed to
evaluate the potential antiproliferative, genotoxic and antigenotoxic of two populations
of B. dracunculifolia on the test systems Allium cepa L. and Lactuca sativa L. as well as
performs the phytochemical analysis of the aqueous extract and oil obtained from the
leaves. The material used in the preparation of infusions and oil consisted of two
populations collected in Santa Maria (SM) and Sao Pedro do Sul (SPS), which part was
dehydrated to prepare infusions in 5g.L* and 10g.L " concentrations, and the other part
was frozen for later extraction of essential oil. To determine the antiproliferative,
genotoxic and antigenotoxic activities, the effects of aqueous extracts and oil on the A.
cepa test and L. sativa systems. The experiment whith A. cepa consisted of twelve
groups of four bulbs, each group corresponding to a treatment. The bulbs were rooted in
water an than subjected to treatments for 24 hours. The experiment whith L. sativa
consisted of nine groups of four Petri dishes. Each plate was soacked whith about 7 mL
of extract, which were in contact with the seeds for 72 hours. After this period the roots
of A. cepa and L. sativa seeds were collected, fixed in Carnoy 3:1 and stored in
refrigerated in 70% ethanol until the preparation of the slides. The determination of
phenolic compounds from aqueous extracts was performed by the High Performance
Liquid Chromatography (HPLC). The compounds of the essential oil were determined
by Gas Chromatography (GC). The genotoxicity data were subjected to analysis Chi-
square test, whereas the data of the chromatographic analysis were subjected to Tukey
test (p <0.05). The results of the A. cepa test showed that extracts from B.
dracunculifolia have antiproliferative and antigenotoxic potential as well as the
essential oil of the SPS population, while the oil SM population induces cell
proliferation. For L. sativa test, aqueous extracts of the two populations demonstrated
atiproliferativo effect, except the aqueous extract of SPS population at a concentration
of 10 g.L%, in which there was an increase in cell proliferation. Chromatographic
analysis indicated as major compounds, p-coumaric acid to the aqueous extracts and E-
nerolidol to the essential oil.

Key words: Broom, bioassay, Allium cepa test, Lactuca sativa test.
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1 INTRODUCAO

A biodiversidade da flora brasileira reserva um grande potencial de utilizagéo
desde os primoérdios das civilizagbes, tornando-se assim uma fonte de interesse e
descoberta de novas substancias. Esse interesse particular nos produtos fitoquimicos é
derivado da consideréavel procura por fitoterapicos pela populacéo para o tratamento de
doencas.

O uso de plantas medicinais com fins terapéuticos, decorrente da percepc¢éo
empirica de automedicacdo pelas civilizagbes antigas € transmitido aos dias atuais,
promovendo melhorias na saude e na qualidade de vida da populacdo (PIRIZ et al.,
2013). A importancia de utilizacdo dessas plantas com propriedades médicas como
forma de tratamento data de cinco mil anos, sendo que, no Brasil, seu emprego é
derivado de préticas indigenas (ALVES; SILVA, 2003).

O conhecimento acumulado sobre as plantas medicinais abre uma opcao
alternativa de tratamento terapéutico (SCHEFFER et al., 1999). A eficacia na resposta
observada pelo uso de plantas bioativas contribui para que suas propriedades sejam
divulgadas, mesmo que seus constituintes quimicos ndo estejam claramente
discriminados. Assim, os usuarios de plantas medicinais mantém a tendéncia no uso de
fitoterapicos, validando as informacgfes terapéuticas acumuladas durante séculos
(MACIEL et al., 2002).

Dentre as espécies medicinais nativas utilizadas na medicina popular, merece
destaque Baccharis dracunculifolia DC. Essa espécie, conhecida popularmente no Rio
Grande do Sul como vassourinha, pode ser utilizada no preparo de infusdes para
combater distarbios gastricos, cansaco fisico, inapeténcia, afec¢des febris e debilidade
organica (MORS et al., 2000). Seu 6leo essencial € utilizado na industria de perfumaria
(COSTA, 2009) e também em estudos sobre atividades biologicas (FERRONATTO et.
al., 2006; VERDI et. al., 2005).

Para uma utilizacdo consciente e segura das plantas medicinais, sdo necessarios
estudos complementares que avaliem o potencial genotoxico e citotoxico das
substancias produzidas por essas plantas. Essas avaliagdes podem ser feitas utilizando-
se organismos bioindicadores, auxiliando na identificacdo de possiveis alteragdes
celulares e cromossdmicas decorrentes do uso de algumas espécies medicinais pela

populagéo.
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O monitoramento do potencial mutagénico e/ou citotoxico de substancias pode
ser feito pelo sistema teste de Allium cepa (cebola), sendo este, validado pelo Programa
Internacional de Seguranca Quimica (PISQ, OMS) e pelo Programa das Nac¢des Unidas
para 0 Meio Ambiente (PNUMA) como um eficiente teste para analise in situ da
genotoxicidade de substancias ambientais (CABRERA; RODRIGUEZ, 1999).

O teste de Allium cepa tem sido preferencialmente usado para detectar provaveis
efeitos toxicos que as plantas medicinais podem apresentar sobre outros organismos.
Esses efeitos podem ser observados nas células meristematicas de A. cepa pois, 0
contato direto das raizes com o0s extratos vegetais permite avaliar 0s possiveis danos ao
DNA (TEDESCO; LAUGHINGHOUSE, 2012). Autores como Vicentini et al. (2001) e
Teixeira et al. (2003) demostraram relacdo positiva entre testes que usaram células de A.
cepa e células de mamiferos.

Os efeitos dos extratos aquosos de plantas medicinais sobre o ciclo celular de A.
cepa tém sido reportados por varios autores, tais como: Kuhn et al. (2015) estudando
Eugenia uniflora L., Neves et al. (2014), pesquisando Phyllanthus niruri L. e Souza et
al. (2010), examinando Artemisia verlotorum Lam. Esses autores observaram que 0s
principais efeitos dos extratos sobre as células meristematicas sdo genotoxicidade e
antigenotoxicidade, além da diminuicdo da proliferacdo celular. Enquanto, os efeitos
dos bleos essenciais sao demonstrados por Pinheiro (2016) e Frescura (2014), estudando
Rosmarinus officinalis L., os quais observaram efeitos antiproliferativo e genotdxico do
0leo essencial dessa espécie.

Além disso, outro bioteste relevante que pode auxiliar na deteccdo de
genotoxicidade e citotoxicidade de substancias presentes nos extratos de plantas
medicinais é o que utiliza Lactuca sativa (alface) como organismo-alvo. Com este teste,
pode-se avaliar tanto a germinacdo das sementes como danos aos Cromossomos.
Segundo estudo realizado por Souza (2005), L. sativa demonstra sensibilidade a
presenca de aleloquimicos, mesmo que estes se apresentem em baixas concentragoes.

Dentre 0s materiais disponiveis para a realizacdo de testes vegetais, deve-se
atentar quanto a necessidade de que esse organismo-teste seja sensivel a exposi¢do dos
compostos em estudo e esteja em constante divisdo mitotica, pois, a partir da divisdo
celular seréa possivel observar os efeitos toxicos e alteragfes cromossdmicas ocorridas
durante o processo de divisao celular (SOUZA, 2005).

Para complementar as informacdes sobre os extratos de plantas medicinais é

necessario que se proceda uma andalise mais detalhada para conhecimento dos



13

compostos presentes nos mesmos. Nesse caso, dispde-se de estudos fitoquimicos, 0s
quais buscam conhecer os compostos quimicos das plantas, bem como o grupo de
metabdlitos mais relevante. Assim, métodos eficazes, como a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE) e a Cromatografia Gasosa (CG) sdo usados para extracéo,
isolamento e purificacdo dos constituintes quimicos dos extratos e dos 0leos essenciais
(Ndcleo de Estudos e Pesquisas de Plantas Medicinais — NEPLAME). Sendo possivel,
dessa forma, obter um parametro comparativo para reconhecimento de semelhancas e
diferencas entre extratos submetidos as mesmas condic6es de analise (ALAERTS et al.,
2007; TEDESCO, 2015).

O primeiro estudo fitoquimico utilizando a parte aérea de B. dracunculifolia foi
realizado por Bohlmann et al. (1981), onde foram identificados os fenilpropandides
drupanina, bacarina e artepilina C. Posteriormente, Park et al. (2002), evidenciaram por
meio de andlise em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia das folhas de B.
dracunculifolia a presenca dos fenilpropandides acido cumérico e &cido ferulico, além
dos flavondides canferol, apigenina, isosacuranetina, pinocembrina, crisina, galangina e
canferide. Além disso, um estudo realizado por Park et al. (2004), demonstrou diferenca
na composicao quimica dos extratos hidroalcodlicos de brotos, folhas jovens e folhas
maduras de B. dracunculifolia. Outros estudos fitoquimicos realizados por Fukuda et al.
(2006) verificaram a presenca de mono e sesquiterpenos nas partes aéreas da planta,
alguns dos quais também se fizeram presentes no 6leo essencial.

Tendo em vista a importancia que essa espécie representa como fonte alternativa
medicamentosa e como produtora de Oleo essencial, evidencia-se a necessidade de
estudos complementares que informem sobre o0s possiveis efeitos genotoxico,
antigenotoxico e antiproliferativo tanto do extrato aquoso como do 6leo essencial de B.
dracunculifolia. Essa necessidade de pesquisas que promovam o conhecimento das
potencialidades citotdxicas encontradas nessa espécie visa contribuir para a melhor
utilizacdo desta em prol da satde humana.

O presente estudo teve por objetivos avaliar o potencial antiproliferativo,
genotoxico e antigenotdxico do extrato aquoso e do 6leo, obtidos a partir das folhas de
duas populagdes de Baccharis dracunculifolia, através da observacdo de possiveis
alteracbes cromossdmicas, reducdo de alteracbes cromossdémicas e da inibicdo da
divisdo celular em Allium cepa e em Lactuca sativa submetidos ao 6leo e ao extrato
aquoso em diferentes concentracBes, bem como, realizar a andlise fitoquimica do

extrato aquoso e do 6leo de duas populagdes de B. dracunculifolia.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 FAMILIA ASTERCEAE E GENERO BACCHARIS

A familia Asteraceae é composta pelo maior numero de espécies dentro do
grupo das Angiospermas, constituindo-se por cerca de 23.000 espécies, 1.535 géneros e
17 tribos (CANCELLI et al., 2007). E constituida por ervas perenes, subarbustos e
arbustos, com ocorréncia também de ervas anuais, lianas e arvores (MONDIN, 2006).

Plantas dessa familia podem ser encontradas nos mais diversos ecossistemas e
variacdes climaticas, desde regibes tropicais, subtropicais até temperadas, devido a sua
capacidade de adaptacdo ambiental (CANCELLI et al., 2007). Além disso, sdo muito
estudadas quanto a sua composicdo quimica e atividade bioldgica, sendo alguns dos
seus compostos utilizados na producdo de farmacos, inseticidas, entre outros (VERDI et
al., 2005).

O género Baccharis, muito importante dentro dessa familia é conhecido
popularmente por carqueja, vassourinha ou alecrim do campo. Inclui mais de 500
espécies que estdo distribuidas dos Estados Unidos a Argentina. Aproximadamente 120
espécies sdo encontradas na regidao sudoeste do Brasil, e sua grande concentracao, tanto
no Brasil quanto nos Andes, indica que essa area seja 0 provavel centro de origem do
tdxon (BUDEL et al., 2004).

Seu estimado valor socioecondmico se da pela utilizacdo de suas folhas, as quais
sdo consumidas geralmente na forma de chas com indicacGes para males do estdmago,
figado, anemias, inflamacGes, diabetes, doencas na préstata. Algumas espécies sao
descritas também para processos de desintoxicacdo do organismo, sendo tais indicacdes
devido a sua composicdo fitoquimica, que apresenta flavondides, diterpenos,
triterpenos, cromenos, etc. (ABREU; ONOFRE, 2010; LAGO et al., 2008; VERDI et
al., 2005).

Cerca de 15% das espécies desse género tem sido estudada do ponto de vista
fitoquimico devido sua alta producdo de metabdlitos secundarios, sendo que os 6leos
essenciais extraidos das folhas de Baccharis dracunculifolia DC. (6leo-de-vassoura) e
de Baccharis trimera (Less.) DC. (6leo-de-carqueja) possuem alto valor para industria
de fragrancias (AGOSTINI et al., 2005; VERDI et al., 2005).



2.2 BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA DC. E SUA UTILIZACAO MEDICINAL

Baccharis dracunculifolia DC. é uma espécie arbustiva nativa da América do
Sul, de grande ocorréncia no Brasil, de Minas Gerais ao Rio Grande do Sul
(FERRONATO et al., 2007). E conhecida popularmente como “alecrim do campo,
alecrim vassoura, carqueja, chilca, cilca, erva-de-sdo-jodo-maria, suncho, thola,
vassoureira ou vassourinha” (CANTON; ONOFRE, 2010) e seu aspecto em ambiente

natural pode ser observado na Figura 1.

FIGURA 1- Aspecto da populacdo de Baccharis dracunculifolia DC. coletada no

municipio de Santa Maria. Fonte: arquivo pessoal.

Essa planta pode atingir até 4 metros de altura, sendo uma espécie perene, dioica
e reproduzida por sementes. Suas folhas apresentam tricomas tectores e glandulares que
além de atuarem como barreira protetora ao ataque de predadores, auxiliam na interagdo
dessa espécie com as abelhas que coletam seu material resinoso (SFORCIN et al., 2012;
SPRING, 2000; TEIXEIRA et al., 2005). Essa interacdo também é devida a producéo de
6leo essencial que possui aroma forte e exotico, que sdo atrativos para as abe”
(SFORCIN et al., 2012).

Na medicina popular, sua importancia deriva da utilizacdo de suas folhas na
forma de infusbes para combater distirbios gastricos, cansaco fisico, inapeténcia,
afeccdes febris e debilidade organica (MORS et al., 2000). Outra fonte muito estimada



de produtos fitoterapicos que podem ser extraidos dessa planta € devida a sua interacdo
com as abelhas, da qual é produzida a propolis verde (NASCIMENTO et al., 2008).

2.3 BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA DC. E SEU OLEO ESSENCIAL

Oleos essenciais, também conhecidos como 6leos volateis podem ser obtidos de
diversas partes da planta, e dentre as técnicas disponiveis para sua extracdo tem-se a
destilagdo por arraste com vapor d’agua. Esses extratos sdo misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas (SIMOES; SPITZER,
1999). Sdo considerados Oleos por, geralmente, apresentarem aparéncia oleosa a
temperatura ambiente, e chamados de esséncias pelo aroma agradavel e intenso da
maioria dos seus compostos. Alguns constituintes dos dleos essenciais apresentam-se
em maiores concentracdes, sendo estes conhecidos como componentes principais e
aqueles encontrados em menores concentracdes, sdo denominados componente traco
(VITTI; BRITO, 2003).

O dleo essencial extraido de plantas de B. dracunculifolia, conhecido como 6leo-
de-vassoura, € produzido no Brasil em pequena escala pela inddstria de perfumaria,
proporcionando um aroma exético a diversos perfumes (COSTA, 2009), além de ser
utilizado em estudos sobre atividades bioldgicas referentes a efeitos alelopatico,
antioxidante, antimicrobiano e anti-inflamatorio (FERRONATTO et al., 2006; VERDI,
et al., 2005).

2.4 ANALISE CROMATOGRAFICA NA DETERMINACAO DE COMPOSTOS

Os produtos obtidos da extracdo de componentes vegetais ndo estabelecem um
padrdo em sua composicdo quimica, uma vez que a bioatividade desses compostos
extraidos esta diretamente relacionada com a planta, podendo variar desde a espécie,
idade ou parte da planta utilizada, bem como as condicGes de solo e de colheita. Além
disso, o0 método de extracdo e secagem e o tipo de solvente utilizado para extracdo
também poderdo afetar a composicdo final do produto. Sendo assim fazem-se
necessarios o estabelecimento e padronizacdo dos compostos extraidos para que haja
eficacia em sua utilizagdo (HENDRIKS et al., 2005).

Essa padronizacdo pode ser feita com auxilio de técnicas cromatograficas, sendo

gue a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia € um instrumento que permite analises



quantitativas e qualitativas de misturas complexas com alta resolucéo e sensibilidade
(PAIVA et al.,, 2002). Outra ferramenta analitica disponivel para identificacdo de
compostos em misturas complexas é a Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria
de massas, sendo amplamente utilizada na identificacdo e caracterizacdo de compostos
volateis (VIEGAS; BASSOLLI, 2007).

2.5 ESTUDOS GENOTOXICOS SOBRE SISTEMAS TESTE IN VIVO — TESTE DE
Allium cepa L. E Lactuca sativa L.

Sistemas testes vegetais, principalmente de Allium cepa L., tém sido utilizados
para o estudo dos efeitos de extratos vegetais, visando a deteccdo de genotoxicidade
(PINHEIRO, 2016; PASQUALLI et al., 2015; TRAPP et al., 2015). O sistema teste de
A. cepa foi utilizado pela primeira vez por Levan (1938) para deteccdo da
genotoxicidade. As primeiras adaptaces realizadas no sistema A. cepa, sdo resultado do
trabalho desenvolvido por Fiskesjo (1985), para utilizagdo no monitoramento ambiental,
avaliacdo de compostos sollveis e insollveis em &gua até avaliagdo de efeitos de
misturas complexas. Com o tempo, novas metodologias foram adaptadas para
possibilitar o monitoramento da genotoxicidade ndo apenas em substancias simples,
mas também em outros compostos mais complexos, que hoje sdo encontrados na
natureza devido a acdo humana.

O teste com A. cepa € considerado eficiente para observacdo da ocorréncia de
citotoxidade e genotoxidade, pois de acordo com Matsumoto et al. (2006), para que um
organismo seja eficiente no processo de avaliagdo, seus cromossomos devem ser faceis
de analisar em termos de tamanho, nimero e morfologia, € 0s cromossomos de A. cepa,
satisfazem essas necessidades.

Estudando o efeito de plantas medicinais sobre células meristeméticas de A.
cepa, Neves et al. (2014) observaram que as infusdes dos extratos de Phyllanthus niruri
L. (quebra-pedra) em todas as concentracdes testadas (0,02 mg.mL™, 0,04 mg.mL™,
0,06 mg.mL? e 0,08 mg.mL?) promoveram uma reducdo significativa no inc
mitotico.

Outras espécies também sdo utilizadas como organismo-alvo, a exemplo das
sementes de Lactuca sativa L. e Eruca sativa Mill. (ricula) (SOUZA, et al., 2005).
Nesses ensaios, 0s parametros normalmente avaliados sdo a germinacdo e o

comprimento do sistema radicular (BELINELO et al., 2008), mas outras variaveis



podem ser observadas, como mostram os estudos realizados por Frescura et al. (2012) e
Souza et al. (2005), no qual os autores avaliaram também o indice mitético (IM) e o
indice de velocidade de germinacdo (IVG).

Bezerra et al. (2008), avaliando o potencial alelopatico do extrato etanolico do
0leo de Carapa guianenses Aubl. (andiroba) sobre a germinacdo de sementes de L.
sativa, observaram que além da inibicdo da germinagdo das sementes, o0 extrato
promoveu um retardo no crescimento das plantulas, bem como alteragdes morfoldgicas
nas radiculas e hipocotilos. J& Solano et al. (2015) observaram que além da reducdo do
indice mitdtico, os extratos aquosos de Hymenea coubaril L. causaram alteracOes
cromossdmicas e morte celular em células meristematicas de L. sativa.

Os efeitos de infusbes de plantas medicinais sobre raizes de A. cepa também
foram observados por outros autores, tais como: FRESCURA et al., 2012; DALLA
NORA et al., 2010; SOUZA et al., 2010 e sobre sementes de L. sativa, a exemplo de
OLGUIN et al., 2005; SOUZA et al. 2005a; GIOTTO et al., 2007), demonstrando a
ocorréncia de genotoxicidade, alelopatia e redu¢do do indice mitético dos organismos
alvo submetidos aos tratamentos com diferentes espécies medicinais, tais como: Luehea
divaricata Mart. & Zucc., Mikania glomerata Spreng., Artemisia verlotorum Lamotte,
Vernonia tweediana Baker., Cymbopogon citratus DC., Stevia rebaudiana Bert. e

Eugenia dysenterica DC.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BOTANICO

Folhas frescas e ramos jovens de duas populacfes de Baccharis dracunculifolia
DC. foram coletados nos municipios de Santa Maria (Populagdo 1 — S 29° 37° 26,67’
W 53° 52° 24,87°’) e S&o Pedro do Sul (Populagdo 2 — 29° 32” 53,65 W 54° 15’
09,97°"), Rio Grande do Sul. As duas populacdes foram coletadas na mesma época, em
periodo de floragdo. Em laboratorio, uma parte do material foi desidratado (secagem em
temperatura ambiente) para preparacdo dos extratos aquosos, e a outra parte
congelada fresca, para posterior extracdo de oleo essencial.

O material coletado foi devidamente identificado pela Prof® Dr? Liliana Essi,

segundo normas usuais em taxonomia (MORI et al., 1989), coletando-se um individuo



por populacdo para testemunho de pesquisa. Tais testemunhos estdo registrados no
herbario SMDB (herbério Santa Maria Departamento de Biologia), sob 0s nimeros de
registro 16.058 e 16.281, para as populagfes Santa Maria e Sdo Pedro do Sul,

respectivamente.

3.2 PREPARO DOS EXTRATOS AQUOSOS

Os extratos aquosos de B. dracunculifolia foram preparados por meio de infusdo
de folhas secas em agua destilada, nas concentracdes de 5 g.L" e 10 g.L™ . Essas
concentracdes foram escolhidas levando-se em consideracdo que a dosagem normal de
preparo de chas é de 10 g.L, sendo que esta concentragdo pode variar conforme o tipo
de material vegetal utilizado para o preparo dos extratos (FRANCO; FONTANA,
2011).

Os extratos aquosos permaneceram em infusdo durante 10 minutos. Apds esse
periodo, os extratos foram coados e, ap6s atingirem temperatura ambiente, foram
utilizados para o tratamento dos bulbos de A. cepa, previamente enraizados em agua
destilada, e germinacdo das sementes de L. sativa. Parte desta infusdo foi enviada para

andlise dos compostos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

3.3 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

A extracdo do O6leo essencial a partir de folhas frescas congeladas de B.
dracunculifolia foi realizada pela técnica de arraste por vapor d’agua com o aparelho de
Clevenger modificado (SIMOES et al., 2004), por um periodo de 4 horas. O dleo
extraido foi diluido em etanol até obter-se a concentracdo de 0,05%.

Essa etapa de extracdo do 6leo foi realizada no Laboratério de Farmécia
Industrial do Departamento de Farmécia Industrial, Centro de Ciéncias de Saude (CCS),

UFSM, com a colaboracgéo da Prof® Dr? Cristiane de Bona Silva.

3.4 ANALISE DA PROLIFERACAO CELULAR E GENOTOXICIDADE PELO
TESTE IN VIVO DE Allium cepa L.

As células meristematicas das radiculas de A. cepa foram utilizadas como
sistema teste para determinar os indices mitéticos e avaliar as alteragdes morfoldgicas e

estruturais nos cromossomos e para determinar os indices mitoticos.
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Na primeira etapa, foram colocados 12 grupos de 4 bulbos para enraizar em agua

destilada, os quais constituirdo os 12 tratamentos com 4 repeti¢cdes para cada uma das

populacbes coletadas. Os tratamentos para analise de genotoxicidade foram os

seguintes:

T1- Controle negativo em agua destilada;

T2- Extrato aquoso de folhas de Baccharis dracunculifolia por infusdo de 5 g.L*
(populacao 1);

T3- Extrato aquoso de folhas de B. dracunculifolia por infusio de 10 g.L*
(populacao 1);

T4- Extrato aquoso de folhas de B. dracunculifolia por infusdo de 5 g.L*
(populacao 2);

T5- Extrato aquoso de folhas de B. dracunculifolia por infusdo de 10 g.L*
(populacao 2);

T6 - Etanol (controle da diluicdo do 6leo);

T7- Oleo de B. dracunculifolia 0,05% (populagéo 1);

T8- Oleo de B. dracunculifolia 0,05% (populagéo 2);

T9 - Glifosato 2% (controle positivo);

T10- Glifosato 2% + 24 horas em agua destilada;

T11- Glifosato 2% + 24 horas no extrato aquoso de folhas de B. dracunculifolia
por infusdo 5 g.L* (verificagdo da atividade antigenotoxica — populagdo 1);

T12- Glifosato 2% + 24 horas no extrato aquoso de folhas de B dracunculifolia
por infusdo 10 g.L* (verificagdo da atividade antigenotoxica — populacgo 1).
Todos os grupos de bulbos foram enraizados em agua destilada por 72 horas, e

apos, submetidos aos tratamentos por 24 horas (Figura 2). Decorrida esta etapa, as

raizes foram coletadas e fixadas em etanol: &cido acético (3:1) por 24 horas e

posteriormente armazenadas sob refrigeracdo em etanol 70% até sua utilizacdo para

confeccdo das laminas.

Para andlise da divisdo celular das raizes dos bulbos de cebola submetidas aos

diferentes tratamentos foram preparadas laminas. Primeiramente as raizes foram

hidrolisadas em HCI 1N por 5 minutos, posteriormente lavadas em agua destilada e
coradas com orceina acética 2% (metodologia adaptada de GUERRA e SOUZA, 2002).

A regido meristematica foi esmagada com auxilio de um pequeno bastdo de vidro e

sobre o material colocada a laminula. As ldaminas foram observadas ao microscopio com



0 aumento de 40X, e entdo analisadas. Duas laminas foram preparadas por bulbo,
analisando-se 500 células por lIaminas e 1000 células por bulbo (repeti¢do), totalizando
4000 celulas por tratamento para cada uma das populagdes em estudo. O célculo do

indice mitdtico (IM) foi realizado baseando-se na porcentagem de células em diviséo.

FIGURA 2 — Bulbos de cebola em contato com os extratos aquosos e 6leo essencial de
Baccharis dracunculifolia DC. Fonte: Arquivo pessoal.

O controle positivo utilizado foi o glifosato, pois alguns autores como Tedesco
et al. (2015) e Trapp et al. (2015), demonstraram que este herbicida, amplamente
utilizado na agricultura, induz altera¢cbes cromossdmicas em células meristematicas de
A. cepa. Para observacdo de possivel atividade antigenotoxica foram utilizados os
bulbos que depois de submetidos ao glifosato 2% (mutagdes induzidas do tipo
cromossémicas estruturais) foram colocados em agua para controle e posteriormente
nos extratos de B. dracunculifolia por 24 horas para verificagdo do potencial
antigenotdxico, através da observacdo da minimizacdo de danos aos cromossomos de A.
cepa.

3.5 ANALISE DA PROLIFERA(;AO CELULAR E GENOTOXICIDADE PELO
TESTE IN VIVO DE Lactuca sativa L.

Para esta analise, foram utilizadas 4 placas de petri por tratamento (repeticdes)
onde foram dispostas 50 sementes de L. sativa (cultivar regina) em cada placa,
constituindo os seguintes tratamentos:

e T1- Controle negativo em agua destilada;
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e T2- Extrato aquoso de folhas de Baccharis dracunculifolia por infusdo de 5 g.L*

(populacao 1);

e T3- Extrato aquoso de folhas de B. dracunculifolia por infusdo de 10 g.L*

(populacao 1);

e T4- Extrato aquoso de folhas de B. dracunculifolia por infusdo de 5 g.L™

(populacao 2);

e T5- Extrato aquoso de folhas de B. dracunculifolia por infusdo de 10 g.L*

(populagéo 2);

e T6 - Glifosato 2% (controle positivo);
e T7- Glifosato 2% + 24 horas no extrato aquoso de folhas de B. dracunculifolia

por infusdo 5 g.L* (verificagdo da atividade antigenotoxica — populagdo 1);

e T8- Glifosato 2% + 24 horas no extrato aquoso de folhas de B. dracunculifolia

por infusdo 10 g.L* (verificagdo da atividade antigenotoxica — populagio 1).

As placas de Petri foram forradas com papel filtro duplo embebido com
aproximadamente 7 mL dos extratos de cada tratamento, onde foram colocadas as 50
sementes de L. sativa. As placas de petri foram colocadas em cdmara de germinacgéo por
72 horas, com fotoperiodo diario de 24 horas e mantidas a uma temperatura constante
de aproximadamente 25°C (Figura 3). Apds as 72 horas de exposi¢do aos extratos, as
sementes germinadas foram coletadas e fixadas em etanol: acido acético (3:1) por 24

horas e conservadas em geladeira no etanol 70% até a utilizac&o.

FIGURA 3 — Sistema teste in vivo de alface em contato com 0s extratos aquosos e 6leo
essencial de Baccharis dracunculifolia DC. Fonte: Arquivo pessoal.



Para confeccdo das laminas, as raizes foram hidrolisadas em HCI 1N por 5
minutos, lavadas em agua destilada e coradas com orceina acética 2% (metodologia
adaptada de GUERRA e SOUZA, 2002). A regido meristematica foi esmagada com o
auxilio de um pequeno bastdo de vidro e sobre o material colocada a laminula. As
laminas foram observadas ao microscopio com o aumento de 40X, e entdo analisadas.
Duas laminas por placa foram preparadas, analisando-se 500 células por ldmina e 1000
células por repeticdo, totalizando 4000 células para cada um dos tratamentos. A seguir,
o0 indice mitotico (IM) foi calculado baseando-se na porcentagem de células em divisao.

Os experimentos para verificacdo de genotoxicidade foram desenvolvidos
Laboratdrio de Citogenética Vegetal e Genotoxicidade, Centro de Ciéncias Naturais e
Exatas (CCNE) da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).

3.6 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A cromatografia liquida foi empregada para a determinacdo dos compostos
fenolicos presentes nos extratos aquosos das folhas das duas populacGes de B.
dracunculifolia, e sua analise foi realizada no Laboratorio de Fitoquimica do
Departamento de Farmacia Industrial do Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias
Farmacéuticas da UFSM.

3.6.1 Produtos quimicos, aparelhos e procedimentos gerais.

Todos os produtos quimicos utilizados foram de grau analitico. Acetonitrila (ou
cianeto de metila), acido férmico, acido galico, &cido p-cumarico e &cido clorogénico
foram comprados da Merck (Darmstadt, Alemanha). Catequina, quercitina e rutina
foram adquiridas da Sigma Chemical Co. (St. Louis, EUA). A cromatografia liquida de
alta eficiéncia foi realizada com um Sistema CLAE (Shimadzu, Kyoto, Japao)
Shimadzu Prominence Auto Sampler (SIL-20A), equipado com bombas alternativas
Shimadzu LC-20AT, conectadas a um desgaseificador DGU 20A5 com integrador
CBM 20A, diodo detector em série SPD-M20A e software LC solution 1.22 SP1.



3.6.2 Quantificacdo dos compostos através da CLAE

As andlises cromatograficas da fase reversa foram realizadas sob condicdes de
gradiente usando coluna C18 (4.6 mm x 150 mm) carregada com particulas de 5 pm de
diametro. A fase movel foi agua contendo 2% de acido formico (A) e acetonitrila (B) e
a composicdo de gradiente foi: 17% de B até 10 min e alteradas para se obter 20%,
30%, 50%, 70% e 10% de B a 20, 30, 40, 50 e 60 min, respectivamente, de acordo com
0 método previamente descrito (Cruz et al., 2016).

O volume injetado foi de 20 uL e comprimento de onda de deteccdo foram 254
nm para os acidos galico e p-cumarico, 280 nm para catequina, 327 nm para 0 acido
clorogénico, e 366 nm para a quercetina, rutina e luteolina. As amostras e a fase movel
foram filtradas através de filtro de 0,45uM de membrana (Millipore) e, em seguida,
desgaseificou-se por banho de ultrassons antes da utilizacdo. A identificacdo destes
compostos foi realizada comparando o seu tempo de retencdo e o espectro de absorcédo
de UV com as dos padrdes comerciais.

As solucgdes de reserva de referéncias de normalizacdo foram preparadas em fase
movel de HPLC numa gama de concentragdes de 0,020-0,350 mg.mL* para catequina,
quercetina, rutina e luteolina; e 0,030-0,200 mg.mL™ de p-cumarico, clorogénico e
acido galico. Os picos da cromatografia foram confirmados por comparacdo do seu
tempo de retencdo com os de padrdes de referéncia e por espectros de DAD (200 a 600
nm). A curva de calibracdo para acido galico foi: Y = 12478x + 1326.9 (r = 0.9998);
catequina: Y=11963x + 1095.7 (r = 0.9996); acido clorogénico: Y= 12634x + 1147.3 (r
= 0.9999); &cido p-cumérico: Y = 13092x + 1237.8 (r = 0.9998); rutina: Y = 11745x +
1326.9 (r = 0.9997); quercetina: Y = 13256x + 1074.9 (r = 0.9995); e luteolina Y=
12561x + 1073.2 (r = 0.9997).

Todas as operacdes de cromatografia foram realizadas a temperatura ambiente e
em triplicata. O limite de deteccdo (LOD) e limite de quantificacdo (LOQ) foi calculado
com base no desvio padrdo das respostas e a inclinacdo por meio de trés curvas de
analise independentes, tal como definido por Nwanna et al. (2016). LOD e LOQ foram
calculados como 3,3 e 10 6/ S, respectivamente, onde ¢ ¢ o desvio padrao da resposta e

S é o declive da curva de calibragéo.



3.7 CROMATOGRAFIA GASOSA (CG)

A cromatografia gasosa foi empregada para a determinacdo dos compostos
fendlicos do 6leo das folhas das duas populacdes de B. dracunculifolia, e sua analise foi
realizada no Laboratério de Fitoquimica do Departamento de Farmacia Industrial do
Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da UFSM.

O 6leo foi seco sobre sulfato de sodio anidro e, apds filtragdo, armazenado a - 4
°C, até teste e andlise cromatogréafica em fase gasosa, que foi realizada utilizando um
sistema Agilent Technologies 6890N GC-FID, equipado com DB-5 de coluna capilar
(30 m x 0,25 mm, espessura de filme 0,25 milimetros) e ligado a um detector de FID.
As temperaturas do injetor e do detector foi ajustado para 280 °C. O géas transportador
foi 0 gas hélio, a uma taxa de fluxo de 1,3 mL.mint. O programador térmico foi de 50-
300 °C a uma velocidade de 5 °C.min. Duas réplicas de amostras foram processadas
da mesma maneira. Concentracdes relativas dos componentes foram calculados com
base em &reas de pico GC sem o uso de fatores de correcdo. O volume de injecdo do
6leo foi de 1 pl (CUNHA et al., 2015).

3.7.1 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

As analises de cromatografia CG-EM foram realizadas num sistema Agilent
Technologies AutoSystem XL GC-MS operando no modo El a 70 eV, equipado com
um injetor dividido/splitless (250 °C). A temperatura linha de transferéncia foi de 280
°C. Hélio foi utilizado como gas portador (1,3 mL.mint) e as colunas capilares
utilizados foram um HP 5MS (30 m x 0,25 mm, espessura de filme 0,25 milimetros) e
um HP Innowax (30 m x 0,32 milimetros de d.i., espessura do filme 0,50 milimetros). O
programa de temperatura foi 0 mesmo que o utilizado para a analise de CG. O volume

de injecdo foi de 1 pl de 6leo essencial.

3.7.2 Identificacdo dos componentes

A identificacdo dos componentes foi efetuada com base no indice de retengédo
(RI), determinado em fun¢do da série homologa de n-alcanos, C7-C30, sob condigdes
experimentais idénticas, em comparacdo com a busca da biblioteca espectros de massa

(NIST e Wiley), e com a data literatura espectros de massa de Adams (1995). As



quantidades relativas dos componentes individuais foram calculadas com base na area
do pico CG (FID resposta).

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos pelos testes de Allium cepa L. e Lactuca sativa L. foram
avaliados pelo teste Qui-quadrado (), utilizando o software Biostat versdo 5.3
(AYRES, 2006).

Os resultados obtidos a partir da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia foram
submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de Tukey
utilizando o software livre R verséo 3.1.1. (R Core Team, 2014).

Para todas as comparacdes utilizou-se 5% de probabilidade de erro.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SISTEMA TESTE DE Allium cepa L.

A andlise do ciclo celular pelo sistema teste in vivo de Allium cepa L. pode ser
observada na Tabela 1, onde sdo apresentados o numero total de células analisadas,
células em interfase, em divisdo e o respectivo indice mitético.

Com base na Tabela 1 pode-se observar que o indice mitético (IM) de todos 0s
tratamentos diferiu estatisticamente do controle negativo (T1), mostrando uma reducéo
significativa da proliferacdo celular de Allium cepa nos tratamentos testados.

A comparacdo dos valores dos indices mitoticos dos extratos aquosos das duas
populacdes de Baccharis dracunculifolia na concentragdo 5 g.L™ ndo diferiram entre si
(x> T2 x T4 = 0.017), assim como os extratos na concentracdo mais elevada de 10 g.L™
igualmente ndo foram diferentes estatisticamente (x% T3 X T5 = 2.395).

Para a populagdo Santa Maria (SM) os extratos aquosos nas duas concentragdes
(59.L e 10 g.LY) diminuiram significativamente os valores dos indices mitéticos (T2 e
T3) quando comparados com o controle negativo (T1), sendo os valores de > para as
comparagOes: T1 x T2 = 207.684 e T1 x T3 = 19.828. Quando comparados com 0
controle positivo, apenas o tratamento T2 apresentou IM inferior ao encontrado no T9.

Na populacéo de S&o Pedro do Sul (SPS), o mesmo comportamento pode ser observado
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para as duas concentracOes testadas, apesar de, os tratamentos T5 e T9, ndo

apresentarem diferenca significativa (¥* = 0.122).

TABELA 1 — NUmero de células meristematicas de Allium cepa L. analisadas em interfase, em
divisdo, e os indices mitdticos (IM) dos controles e tratamentos com extratos aquosos das folhas
de Baccharis dracunculfolia DC., bem como tratamentos de recuperagao.

Total de Células Células Indice

Tratamentos células em em mitético
analisadas  jnierfase divisso (%)

T1 - Agua destilada (controle negativo) 4000 3722 278 6,95%"
T2 - Extrato aquoso 5 g.L™ (SM) 4000 3970 30 0,75"
T3 - Extrato aquoso 10 g.L™ (SM) 4000 3815 185 4,63
T4 - Extrato aquoso 5 g.L™* (SPS) 4000 3971 29 0,72M
T5 - Extrato aquoso 10 g.L™ (SPS) 4000 3843 157 3,92bcde
T9 - Glifosato 2% (controle positivo) 4000 3849 151 3,78bcdef
T10 - Recuperagdo em agua 4000 3803 197 4,93°
T11 - Recuperacéo extrato aquoso 5 g.L™* 4000 3839 161 4,020«
T12 - Recuperacio extrato aquoso 10 g.L! 4000 3853 147 3,670

SM = Santa Maria; SPS = S&o Pedro do Sul

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste 42 em nivel de 5% de significancia.
Fonte: elaborada com base nos dados do experimento.

O controle positivo diferiu significativamente apenas entre os tratamentos T1,
T2 e T4, onde os valores do 2 para as comparacdes foram: T1 x T9 = 39.727; T2 x T9
=82.762 e T4 x T9 = 84.592.

A avaliacdo do efeito dos extratos aquosos de B. dracunculifolia pelo teste de A.
cepa demonstrou que houve uma significativa diminuicdo da divisdo celular, com
reducdo dos valores dos indices mitéticos em todas as concentracdes testadas nas duas
populacdes, indicando assim, atividade antiproliferativa dos extratos aquosos da
espécie. Além disso, os extratos na menor concentracdo (5 g.L™) apresentaram uma
inibicdo maior da divisdo celular, com IM menor que aquele observado nos extratos de
maior concentragéo (10 g.L™).

Outros autores também verificaram atividade antiproliferativa dos extratos
aquosos de diferentes espécies medicinais utilizando o sistema teste de A. cepa como
bioindicador. Facchinetto e Tedesco (2009), estudando Baccharis trimera (Less.) A. P.
de Candolle e Baccharis articulata (Lam.) Pers., avaliaram o potencial das infusdes de

duas populagBes nas concentragdes 15 mg.mL?* e 75 mg.mL™ e observaram reducdes
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significativas nos valores dos indices mitoticos de células meristematicas de A. cepa ja
na concentragdo usual, da mesma forma que ocorreu com oS extratos aquosos de
Baccharis dracunculifolia.

Dias et al. (2014), estudando Mikania cordifolia (L. F.) Willd. também
observaram que os extratos aquosos das folhas de duas populac@es nas concentracdes 8
g.Lt e 32 g.L! apresentaram inibicdo significativa da divisdo celular. Nesse estudo,
assim como no presente trabalho, os menores valores de indices mitdticos foram
encontrados nos tratamentos que receberam a menor concentragdo do extrato aquoso.

Ao avaliar o potencial de recuperacdo celular das raizes que primeiramente
foram submetidas ao glifosato por 24 horas e posteriormente colocadas em recuperagédo
nos extratos, observou-se um aumento do indice mitético para o tratamento que se
recuperou no extrato aquoso 5 g.L! (T11) quando comparado com o tratamento que
recebeu apenas o glifosato (T9). O tratamento que se recuperou em agua (T7),
apresentou a melhor resposta de recuperagdo, mostrando-se mais eficiente que o0s
tratamentos que se recuperaram nos extratos, apesar de que os trés tratamentos de
recuperacdo nao diferem estatisticamente entre si T7 x T8 = 3.790, T7 x T9 = 7.594, T8
X T9 = 0.662. Resultado semelhante foi obtido por Frescura et al. (2013) estudando o
efeito de pds tratamento dos extratos de Psychotria brachypoda e Psychotria birotula
pelo teste de Allium cepa, sendo possivel observar neste estudo que os extratos dessas
plantas também reverteram parcialmente o efeito antiproliferativo causado pelo
glifosato.

Na tabela 2 sdo apresentados os dados referentes ao comportamento genotdxico
dos tratamentos. O glifosato é utilizado como controle positivo, pois tem demonstrado
sua capacidade como indutor de alteracbes em células meristematicas de A. cepa
(PINHEIRO, 2016).

E possivel observar que o efeito genotdxico sobre o sistema teste de Allium cepa
foi superior nas células que ficaram em contato com o glifosato, do que nas células que
receberam 0s extratos aquosos. E possivel observar também que os tratamentos de
recuperacdo reverteram parcialmente o efeito genotoxico do glifosato, sendo que agdo
antigenotdxica foi maior no tratamento que se recuperou em agua. O mesmo efeito foi
verificado por Frescura et al. (2013), estudando o efeito de pds tratamento com extratos
de Psychotria brachypoda, 20 mg.L?, e P. birotula, 5 mg.L™.
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TABELA 2 — Numero de células meristematicas de Allium cepa L. analisadas em
interfase, em divisdo, e numero de ceélulas com alteracbes cromossdmicas dos
tratamentos com extratos aquosos das folhas de Baccharis dracunculifolia DC., bem
como os tratamentos de recuperagéo.

Total de Células  Células

Tratamento células em com
analisadas  gjyisdo alteracdes

T1 - Agua destilada (controle negativo) 4000 278 2°
T2 - Extrato aquoso 5 g.L ™t (SM) 4000 30 of
T3 - Extrato aquoso 10 g.L! (SM) 4000 185 4
T4 - Extrato aquoso 5 g.L ™t (SPS) 4000 29 0f
T5 - Extrato aquoso 10 g.L* (SPS) 4000 157 of
T9 - Glifosato 2% (controle positivo) 4000 151 25%
T10 - Recuperagdo em agua 4000 197 4
T11 - Recuperagéo extrato aquoso 5 g.L* 4000 161 g°
T12 - Recuperagéo extrato aquoso 10 g.L! 4000 147 9P

SM = Santa Maria; SPS = Séo Pedro do Sul

*Meédias seguidas pela mesma letra néo diferem estatisticamente pelo teste x2em nivel de 5% de significancia.
Fonte: elaborada com base nos dados do experimento.

Os tratamentos T2, T4 e T5, que receberam o0s extratos aquosos nhdo
apresentaram diferenga, pois 0s mesmos ndo apresentaram células com alteragdes.
Somente o tratamento T3 (Extrato aquoso 10 g.L™) da populagio Santa Maria
apresentou quatro células com alteragbes do total de células que estavam em divisao,
sendo esse numero, inferior ao observado no controle positivo, o qual apresentou 25
células com alteragdes do total de células que estavam em divisdo.

Na Tabela 3, estdo apresentados dados referentes aos valores dos indices
mitoticos das células meristematicas de Allium cepa submetidas ao 6leo essencial de
Baccharis dracunculifolia das duas populacfes estudadas. Para essa avaliacdo, o 6leo

essencial foi diluido em etanol, obtendo-se a concentracdo de 0,05%.

Verifica-se diferenca significativa entre os controles e o 6leo essencial das duas
populacdes, a qual pode ser observada também entre as popula¢fes SM e SPS (T7 xT8,
¥ = 8.856).

Quando comparados separadamente, observa-se que o tratamento que recebeu
6leo essencial da populacdo coletada em SM (T7) aumentou significativamente a
divisdo celular comparado ao controle negativo (T6), sendo o valore de ¥*> = 1.332,

indicando assim a atividade proliferativa do 0leo essencial dessa populacao.
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TABELA 3 — Numero de células meristematicas de Allium cepa L. analisadas em
interfase, em divisdo, e os indices mitoticos (IM) dos controles e tratamentos com 06leo
das folhas de Baccharis dracunculfolia DC. (0,05%).

Totalde  Cglulas Células Indice

Tratamento células em em  Mitotico
analisadas jnterfase  divisio (%)
T1 - Agua destilada (controle negativo) 4000 3722 278 6,9520¢
T6 - Etanol (controle dilui¢do 6leo) 4000 3694 306 7,65%
T7 - Oleo 0,05% (SM) 4000 3666 334 8,35%"
T8 - Oleo 0,05% (SPS) 4000 3736 264 6,17
T9 - Glifosato 2% (controle positivo) 4000 3643 357 3,78°

SM = Santa Maria; SPS = S&o Pedro do Sul

*Meédias seguidas pela mesma letra néo diferem estatisticamente pelo teste x2em nivel de 5% de significancia.
Fonte: elaborada com base nos dados do experimento.

Em estudo realizado por Borges et al. (2011) utilizando sementes de cebola para
avaliacdo dos efeitos citotoxicos e alelopaticos de extratos aquosos de Ricinus
communis, 0s autores observaram um incremento na divisdo celular nos tratamentos
submetidos os extratos aquosos com as folhas secas de R. communis nas concentragdes
de5g.Lte10g.L™

O tratamento que recebeu 0Oleo essencial da populacdo coletada em SPS (T8)
apresentou comportamento inverso, do qual observa-se que a divisdo celular foi
significativamente inferior ao controle negativo (T6 x T8, ¥~ =3.332). Isso indica efeito
antiproliferativo do 6leo na concentragdo utilizada.

Resultado semelhante foi encontrado por Stojanovi¢-Radi¢ et al. (2010) e
Pinheiro (2016), os quais analisaram o efeito do 6leo volatil de alecrim sobre células
meristematicas de A. cepa, constatando que 0 mesmo possui acdo antiproliferativa sobre
0 organismo-teste. Fonseca et al. (2015) avaliando o potencial de 6éleos essenciais de
plantas medicinais como Baccharis dracunculifolia DC. (vassourinha), Schinus
terebinthifolius Raddi (aroeirinha) e Porophyllum ruderale (Jacq.) Cassini (arnica-
brasileira), observaram maior eficacia do Oleo essencial de vassourinha sobre o
crescimento de fungos fitopatogénicos.

Quanto ao efeito genotoxico do dleo essencial de B. dracunculifolia na
concentracdo de 0,05%, verifica-se com base na tabela 4 que as duas populagdes
diferiram significativamente do controle positivo com do glifosato 2%, que apresentou

maior porcentagem de células com alteragdes em relagdo aos demais tratamentos. Pode-
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se observar também que os tratamentos ndo diferiram estatisticamente do controle em

agua destilada.

TABELA 4 — Numero de células meristematicas de Allium cepa L. analisadas em
interfase, em divisdo, e 0 nimero de células com alteracbes para os tratamentos com
6leo essencial de Baccharis dracunculfolia DC. na concentracéo de 0,05%.

Total de . Células
. Células com
Tratamentos celulas | ~
analisadas em o a teragoes

divisdo (%)

T1 - Agua destilada (controle negativo) 4000 278 20
T6 - Etanol (controle diluicéo 6leo) 4000 306 6
T7 - Oleo 0,05% (SM) 4000 334 1Pce
T8 - Oleo 0,05% (SPS) 4000 264 5be
T9 - Glifosato 2% (controle positivo) 4000 151 252

SM = Santa Maria; SPS = S&o Pedro do Sul

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste x2em nivel de 5% de significancia. Fonte:
elaborada com base nos dados do experimento

Este resultado demonstra que o 0Oleo essencial das duas populacdes estudadas
ndo apresenta efeito genotdxico sobre as células de A. cepa. Apesar de algumas
alteracdes terem sido encontradas nos tratamentos, estas foram relativamente inferiores
do que as encontradas no controle positivo com glifosato, porém, em relacdo ao controle
negativo em agua, houve um aumento na porcentagem de alteraces.

Em estudo realizado por Pinheiro (2016), o efeito do Oleo essencial de
Rosmarinus officinalis cultivados sobre diferentes periodos de salinidade, na
concentracdo de 0,20% ndo apresentou efeito genotoxico sobre as células de A. cepa. Da
mesa forma, Frescura (2014) pdde-se observar que poucas alteracdes cromossémicas
foram encontradas a uma concentracdo de 3% do 6leo essencial de R. officinalis.

As alteragcbes cromossOmicas observadas nos tratamentos, tanto nos extratos
aquosos como no o6leo essencial foram células irregulares, como por exemplo pontes
cromossomicas em anafase e telofase, e metafases irregulares com cromossomos
perdidos (Figura 4a, 4b, 4c e 4d).



FIGURA 4 — A seta em a indica alteracdo cromossdmica e a seta em d indica uma
metéfase regular de células de Allium cepa submetidas ao tratamento com éleo essencial
de Baccharis dracunculifolia da populacdo Séo Pedro do Sul. A seta em b indica
alteragdo cromossdmica em células de A. cepa no tratamento com etanol 70%. A seta ¢
indica alteracdo cromossémica nas células de Allium cepa submetidas ao tratamento de
recuperacdo com extratos de Baccharis dracunculifolia na concentragdo de 5 g.L™.
Escala = 10um.

Hollenbach et al. (2014) avaliando o potencial genotdxico do 6leo essencial de
Origanum vulgare L. em ratos Wistar através do teste de micronucleos sugerem que o
6leo dessa planta ndo possui atividade genotdxica. O mesmo resultado foi observado
por Grippa (2009) em estudo da genotoxicidade do O6leo essencial de Schinus
terebinthifolius Raddi por meio da analise em células de Allium cepa, onde nao foi
verificada atividade genotdxica do 6leo. Ja em células meristematicas de Lactuca sativa,
Powlowski et al. (2010) demonstraram acentuado efeito genotoxico do 6leo essencial de

S. terebinthifolius.

4.2 SISTEMA TESTE DE Lactuca sativa L.

Os resultados obtidos através da analise do ciclo celular das raizes de Lactuca

sativa estdo apresentados na Tabela 5.
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TABELA 5 — Numero de células de Lactuca sativa L. analisadas em interfase, em
divisdo, e os indices mitdticos (IM) dos controles e tratamentos com extratos aquosos
das folhas de Baccharis dracunculfolia DC. bem como os tratamentos de recuperacéao.

Total de Células Células Indice

Tratamento células em em mitético
analisadas jnterfase divisso (%)
T1 - Agua destilada (controle negativo) 4000 3833 167 4,18%
T2 - Extrato aquoso 5g.L (SM) 4000 3909 91 2,28°
T3 - Extrato aquoso 10g.L™* (SM) 4000 3814 186 4,65
T4 - Extrato aquoso 5g.L™ (SPS) 4000 3858 142 3,558
T5 - Extrato aquoso 10g.L* (SPS) 4000 3862 138 3,453
T6 - Glifosato 2% (controle positivo) 4000 3998 2 0,05
T7 - Recuperacéo em agua 4000 3997 3 0,08'
T8 - Recuperagao extrato aquoso 5¢g.L* 4000 3999 1 0,03M"
T9 - Recuperacao extrato aquoso 10g.L™ 4000 4000 0 ofon

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste y 2em nivel de 5% de significancia.
Fonte: elaborada com base nos dados do experimento.

Considerando os dados da tabela, constatou-se diferenga significativa somente
entre os tratamentos T2, T6, T7, T8 e T9 quando comparados ao controle negativo (T1),
onde os valores de y? para cada comparagdo foram: T1 x T2 = 23.134; T1 x T6 =
164.571; T1 x T7 = 161.647; T1 x T8 = 167.542 e T1 x T9 = 170.560). Nesse caso, €
possivel observar também a ocorréncia da inibi¢do da divisdo celular das radiculas de L.
sativa. Dentre os tratamentos testados, apenas o T3 apresentou comportamento
diferenciado em relacdo aos demais, verificando-se neste extrato, efeito proliferativo
sobre as células de L. sativa.

Para a populacdo Santa Maria (SM) os extratos aquosos nas duas concentragdes
(5 g.L ! e 10 g.LY) apresentaram comportamentos contrarios, onde observa-se uma
diminuicdo significativa da divisdo celular no tratamento de menor concentracdo (T2,
IM = 2,28) e um aumento do indice mit6tico no tratamento de maior concentracdo (T3,
IM = 4,65) quando comparados com o controle negativo (T1, IM= 4,18). Nesse caso,
verifica-se diferenca significativa entre os tratamentos, sendo o valor de y> para essa
combinagdo: T2 x T3 = 33.750.

Borges et al., (2011), estudando os extratos aquosos de Ricinus communis L.
(mamona) com diferentes bioindicadores, observou aumento nos valores dos indices

mitoticos no biensaio realizado com sementes de Lactuca sativa, nas concentracdes de
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59.L7t e 10 g.L! submetidas aos extratos das folhas secas de R. communis e uma
diminuicdo do indice nas maiores concentracdes (20 g.L ™ e 40 g.L ).

Na populagdo de S&o Pedro do Sul (SPS), os dois tratamentos com extratos
aquosos reduziram os valores dos indices mitoticos quando comparados com a agua, 0s
quais, ndo diferem estatisticamente entre si (T4 x T5 = 0,059), conferindo assim
capacidade antiproliferativa desses extratos sobre o ciclo celular de L. sativa.

Essa reducdo nos valores dos indices mitéticos em células meristematicas de L.
sativa também foi verificada por Sousa e Viccini (2010), em um estudo citotoxico e
genotoxico dos extratos aquosos de Achillea millefolium L. nas concentragdes de 5, 10,
20 e 30 mg.mlt. Da mesma forma, Souza et al., (2005b) verificou que com o aumento
da concentracdo do extrato aquoso de espinheira santa (Maytenus ilicifolia Mart. Ex
Reiss.) sobre as células meristematicas de L. sativa, houve uma reducdo do indice
mitotico.

O controle positivo diferiu significativamente tanto do controle negativo (T1)
quanto dos tratamentos que receberam os extratos aquosos (T2, T3, T4 e T5), sendo 0s
valores do 2 para as comparagdes: T1 x T9 = 170.560; T2 x T9 = 92.040; T3 x T9 =
190.427; TAx T9 = 144.566 e T5 x T9 = 140.422.

Em relacdo ao potencial de recuperacdo celular sobre as sementes que
primeiramente foram submetidas ao glifosato por 24 horas e posteriormente colocadas
em agua destiladas e nos extratos aquosos de B. dracunculifolia, os pos-tratamentos
(T7, T8 e T9) ndo diferiram significativamente do controle positivo (T6). Ou seja, 0s
pos-tratamentos ndo alcangaram uma recuperacdo da atividade antimit6tica promovida
pelo glifosato, continuando prejudicadas a germinacdo e a proliferacdo celular de L.
sativa.

Segundo Carvalho et al. (1996), é de extrema importancia o desenvolvimento de
estudos que avaliem o potencial alelopatico de substancias produzidas pelas plantas,
bem como, a identificagdo das mesmas, no que diz respeito a utilizacdo de extratos
capazes de inibir a disseminacdo de plantas daninhas visando reduzir o uso de

herbicidas comerciais.



4.3 ANALISES CROMATOGRAFICAS

4.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A andlise fitoquimica dos extratos aquosos de B. dracunculifolia identificou a
presenca dos seguintes compostos: &cido galico (tR = 10.13 min; pico 1), catequina (tR
= 19.88 min; pico 2), acido clorogénico (tR = 25.79 min; pico 3), acido p-cumarico (tR
= 30.26 min; pico 4), rutina (tR = 33.91 min; pico 5), quercetina (tR = 41.18 min; pico
6) e luteolina (tR = 50.43 min; pico 7). A Figuras 5 mostra o perfil cromatografico dos
extratos analisados.
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FIGURA 5 — Perfil representativo da Cromatografia Liquida de Alta Eficicéncia dos extratos
aquosos das folhas de Baccharis dracunculifolia. Acido géalico (pico 1), catequina (pico 2), acido
clorogénico (pico 3), acido p- cumarico (pico 4), rutina (pico 5), quercetina (pico 6) e luteolina
(pico 7).
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A Tabela 6 confirma os dados verificados no perfil e mostra a quantidade média
de cada um dos compostos fendlicos presentes nos extratos aquosos de B.
dracunculifolia analisados.

E possivel verificar que o 4cido p-cumarico foi o elemento majoritario no extrato
aquoso de B. dracunculifolia da populagdo SM, néo diferindo da rutina, elemento com a
segunda maior quantidade. Na populagdo SPS, o elemento majoritario é igualmente o
acido p-cumérico, seguido do acido clorogénico. O &cido p-cumaérico, composto
fenolico predominante nos extratos aquosos das duas populac@es de B. dracunculifolia,
possui como caracteristica a atividade alelopatica sobre a germinacdo e o
desenvolvimento da radicula de espécies daninhas de pastagens cultivadas, sendo estes
efeitos inibitorios promovidos pelo &cido p-cumérico positivamente relacionados a
concentracdo (SOUZA FILHO et al., 2005).

A promocao dos efeitos, estimulante ou inibitério, sobre o ciclo celular pode ser
influenciado pela alta concentracdo de compostos quimicos nos extratos das plantas
(FACCHINETO et al., 2007). O comportamento das células meristematicas frente aos
extratos observado nesse estudo pode estar relacionado com os compostos fenolicos
encontrados, uma vez que, com 0 aumento da concentracdo do extrato, ocorreu um
aumento na concentracdo dos compostos fenolicos, e consequentemente, um aumento
no nimero de células em divisdo celular.

E possivel que, esse aumento na proliferacdo celular seja reflexo de fatores
ambientais, uma vez que a taxa de producdo de metabolitos secundarios pode ser
coordenada ou alterada por diversos fatores ambientais, dentre eles a sazonalidade,
estadios de desenvolvimento, temperatura, disponibilidade hidrica e de nutrientes,
poluicdo atmosfeérica, inducdo por estimulos mecanicos ou ataque de patdgenos.

Em estudo realizado por Rezende et al. (2014) o extrato hidroalcodlico das
folhas de B. dracunculifolia demonstrou ter relevantes propriedades hepatoprotetivas in
vivo, apoiando a sua utilizag&o tradicional.

Frescura (2014), estudando a espécie Rosmarinus officinalis (Alecrim), verificou
o efeito antiproliferativo dos extratos aquosos da espécie, atribuindo esse
comportamento a sua composi¢do fitoquimica, na qual o composto majoritario dos
extratos foi o acido rosmarinico. Ainda, Frescura et al. (2012), avaliando o efeito de
Psychotria brachypoda (Miill. Arg.) Briton e Psychotria birotula Smith & Downs sobre

a germinagdo e o ciclo celular de sementes de Eruca sativa, também foi verificado



potencial antiproliferativo (alelopatico) dessas espécies sobre a germinacdo de sementes

e sobre o ciclo celular.

TABELA 6 — Compostos fendlicos presentes nos extratos aquosos das folhas de
Baccharis dracunculifolia DC. de duas populacdes, Santa Maria (SM) e S&o Pedro do
Sul (SPS), em duas diferentes concentragdes, obtidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia.

SM SM SPS SPS
LOD LOQ

Compostos 5g.L1 10 g.L1 5¢.L1 10g.L?

. mag/g mag/g mag/g mag/g pg/mL pg/mL
Acido 1.13° 2.15° 0.78° 0.89¢ 0019 (063
galico
Catequina 0.37¢ 0.83¢ 0.83¢ 0.95¢ 0.008  0.026
Acido 1.25 2.19° 2 46" 4,07 0025  0.082
clorogénico
Acido p- 4.03? 4,56 3,528 4.83? 0011  0.036
cumarico
Rutina 3.972 4.37° 0.87¢ 0.96¢ 0.023  0.075
Quercetina 1.19° 2.16° 0.29¢ 0.31¢ 0.027  0.089
Luteolina 1.10° 1.25¢ 0.91¢ 1.23¢ 0.012  0.037
TOTAL 13.04 17.51 9,66 13,24

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey em nivel de 5% de significancia.
Fonte: elaborada com base nos dados do experimento.

3.3.2 Cromatografia gasosa (CG)

A analise cromatogréfica do dleo essencial extraido das folhas de B.
dracunculifolia, na concentracdo de 0,05%, detectou a presenca de 23 substancias,
(Tabela 5), sendo estas as identificadas: a-Tujeno, a-Pineno, Canfeno, B-Pineno, P-
Mirceno, a-Terpineno, p-Cimeno, Limoneno, (E)-B-ocimeno, d-Terpineno, Linalol, a-
Terpineol, Metil eugenol, Cariofileno, d-Elemeno, Aromadendreno, a-Muuroleno,
Germacreno D, a-Cadideno, E-Nerolidol, Espatulenol, Oxido de cariofileno, Cubenol.

Os elementos majoritarios presentes no Oleo essencial das folhas das duas
populacdes de B. dracunculifolia foram E-nerolidol (36,71% — SPS e 32,98% - SM) e
espatulenol (10,65% - SPS e 11,36% - SM).
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TABELA 7 - Compostos fenolicos presentes no 6leo essencial das folhas de Baccharis
dracunculifolia de duas populacbes, Santa Maria (SM) e Sdo Pedro do Sul (SPS), na
concentracéo de 0,05%, obtidos por cromatografia gasosa.

Compostos RI? RIb 53.‘)_263?(&?) Sar‘st&'\(/:)zr)ia -
a-Tujeno 927 931 0.08 0.21
a-Pineno 937 939 2.73 2.87
Canfeno 951 953 0.15 0.11
B-Pineno 980 980 6.19 3.95
B-Mirceno 997 991 0.35 1.24

a-Terpineno 1017 1016 - 0.07
p-Cimeno 1023 1026 0.09 -
Limoneno 1032 1031 6.13 4.97

(E)-B-ocimeno 1149 1050 0.27 0.16

d-Terpineno 1062 1062 - 0.53

Linalol 1097 1098 0.15 -
a-Terpineol 1190 1189 0.45 1.09

Metil eugenol 1398 1401 0.04 -
Cariofileno 1419 1418 1.95 2.37
d-Elemeno 1438 1433 0.79 0.65
Aromadendreno 1445 1439 0.24 0.61
a-Muuroleno 1501 1499 4.86 5.37
Germacreno D 1483 1480 1.45 2.38

a-Cadideno 1536 1538 3.15 1.86

E-Nerolidol 1563 1564 36.71 32.98

Espatulenol 1576 1576 10.65 11.36

Oxido de cariofileno 1580 1581 3.25 3.64
Cubenol 1645 1642 1.97 2.05
Total (%) 81.65 78.47

As proporcgles relativas de dleo essencial estdo expressas em porcentagem. Indice de Retencédo
experimental (baseado em séries homdlogas de n-alcano C;-Cgo). PIndice de Retencdo da literatura

(Adams, 1995).
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O comportamento das células meristematicas de A. cepa submetidas aos
tratamentos com oOleo essencial foi inverso entre as duas populacfes estudadas.
Enquanto que para a populacdo de Santa Maria ocorreu um aumento do indice mitdtico,
na populacdo de S&o Pedro do Sul, houve uma diminuicdo. Este resultado pode estar
relacionado a concentracdo dos compostos encontrados no 6leo essencial. Estudos
bioldgicos anteriores mostraram que (E)-nerolidol possui atividade protetora gastrica,
ou seja, exibe uma inibigdo significativa da formacdo de Ulceras induzidas por agentes
fisicos e quimicos (KLOPELL et al., 2007).

A composicdo quimica dos 6leos essenciais da espécie B. dracunculifolia é
muito variada. Boix et al. (2010) encontraram 0s compostos verbenona (10,1%),
mirceno (10,2%), 1,8-cineol (10,4%) e a canfora (25,2%) como constituintes principais
do Oleo essencial de B. dracunculifolia. Por outro lado, Schossler et al. (2009)
encontraram 0s compostos E-nerolidol (22,80%) mais o B-Pineno (12,17%) como
constituintes majoritarios. Ja Parreira et al. (2010) encontraram o (E)-nerolidol
(33,51%) e o espatulenol (16,24%) como constituintes predominantes, similarmente
Santos et al. (2012) identificaram os sequisterpenos E-nerolidol (33,81%) e espatulenol
(18,96%).

Galvdo et al. (2012) avaliando a atividade antimicrobiana e o efeito
antiproliferativo do 6leo essencial de 20 plantas medicinais, dentre elas, o foco de
estudo do presente trabalho, verificaram a eficacia bioldgica do éleo essencial das
folnas de B. dracunculifolia sobre Streptococcus mutans, sendo que a analise
cromatogréfica realizada pelos autores também revelou a presenca de E-nerolidol e
espatulenol em quantidades semelhantes as apresentadas na tabela 5, corroborando com
os resultados aqui encontrados.

Atividades como a inibicdo da germinacdo e crescimento radicular, sobre
diferentes espécies vegetais, sdo resultado da presenca sesquiterpenos, como E-nerolidol
e espatulenol, o que pode viabilizar o desenvolvimento de produtos para o controle de
plantas invasoras (SANTOS et al.,, 2012). Para comprovacdo dos efeitos desses
compostos, seriam necessarios mais estudos relacionados a atuacdo de cada composto

em particular sobre 0s organismos-teste.



5 CONCLUSOES

Baccharis dracunculifolia apresentam potencial antiproliferativo pelo teste de
Allium cepa na forma de extrato aquoso.

Os extratos possuem acdo antimitotica e antigenotoxica sobre o sistema teste de
A. cepa.

Os efeitos dos extratos aquosos pelo teste de Lactuca sativa também
demonstraram potencial antiproliferativo, nas duas concentracdes para a populacdo Sé&o
Pedro do Sul e na concentragdo 5 g.L™* para populagdo Santa Maria.

Pelo sistema teste de A. cepa 0 Gleo essencial ndo apresenta efeito genotoxico,
da mesma forma que o extrato aquoso, exceto aquele da populagdo SM (10 g.L™).

Os compostos fenolicos encontrados nos extratos aquosos sdo: acido galico,
catequina, acido clorogénico, acido p-cumarico, rutina, quercetina e luteolina, tendo o
acido p-cumaérico como elemento majoritario nas duas populagoes.

Os principais compostos presentes no oOleo essencial séo: E-nerolidol,
espatulenol, S-Pineno, limoneno e a-Muuroleno, sendo o E-nerolidol o elemento

predominante no 6leo das duas populacdes estudadas.
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