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Ndo te abandones, pois, ao fogo, para que ele ndo te inverta, ndo te
inutilize, como aconteceu comigo por algum tempo. Hd sabedoria que é
angustia; porem hd uma angustia que é uma loucura. E em algumas
almas se aninha uma dguia que pode igualmente descer aos barrancos
mais profundos e sombrios, como também subir e tornar-se invisivel nos
espacos cheios de sol. E ainda que voasse sempre dentro do barranco,
esse barranco se encontra entre montanhas, de modo que, até na sua
descida mais profunda, a dguia das montanhas estd a maior altura do
que os outros pdssaros da planicie, por mais alto que voem.

(MELVILLE, p. 473, 1851)



RESUMO

SILVA DE OLIVEIRA, Murilo. Caracterizagdao quimica e biolégica do dleo
essencial das folhas de espécimes feminino e masculino de Baccharis
punctulata DC. 2021. 52f. Trabalho de Conclusdo de Curso (Curso Superior de
Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas), Coordenagcdo do Curso de Licenciatura em
Ciéncias Biolégicas, Universidade Tecnoldgica Federal do Parana. Santa Helena,
2021.

Baccharis punctulata (Astareae) € uma espécie dioica pouco estudada quanto asua
composi¢cao quimica. Essa espécie é utilizada na Provincia de Bustillo, Bolivia, no
tratamento de asma, contusdes e luxagdes, porém nao ha nenhum trabalho cientifico
que corrobora com o seu uso tradicional. O objetivo deste trabalho foi analisar a
composicédo quimica dos 6leos essenciais das folhas dos espécimes feminino (BPF)
e masculino (BPM) de B. punctulata por Cromatografia Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massas e Detector de lonizagdo de Chamas (CG-EM-
DIC) e avaliar suas atividades frente aos testes antioxidante e anti-inflamatério. Os
Oleos essenciais foram extraidos por hidrodestilagao utilizando apparatus Clevenger
modificado. A atividade anti-inflamatéria foi avaliada por meio da inibicao da formacéao
de edema induzido na orelha de camundongos com 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA), inibicdo da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO), reducéo das
espécies reativas de oxigénio (EROs) e migracéo celular e a atividade antioxidante foi
medida frente ao radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Os compostos majoritarios
para BPF foram o biciclogermacreno (42,44%), germacreno D (21,18%), B-cariofileno
(14,06%) e limoneno (3,40%) e para BPM &-elemeno (14,29%), germacreno D
(11,29%), biciclogermacreno (10,90%) e B-farneseno (6,74%). A administragdo
isolada de TPA promoveu um aumento na atividade enzimatica da MPO, e a inibicdo
do aumento da atividade MPO para BPF foi de 13,69 + 0,20% (0,1 mg/orelha), 22,35
+ 0,11% (0,3 mg/orelha) e 44,98 + 0,27% (1,0 mg/orelha) enquanto que para BPM foi
de 22,40 + 0,29% (0,1 mg/orelha), 36,49 + 0,07% (0,3 mg/orelha) e 52,19 + 0,28%
(1,0 mgl/orelha). O controle positivo dexametasona (0,1 mg/orelha) foi capaz de
reverter o aumento da atividade enzimatica da MPO em 65,16 £ 0,003. A analise
histolégica demonstrou que a aplicagdo tépica de TPA promoveu influxo celular,
entretanto essa inflamacéo foi reduzida com a aplicacao tépica das amostras de BPF
e BPM e do controle positivo. Os resultados observados nos testes EROs e DPPH
mostram que ambas as amostras foram capazes de reduzir o influxo de células
inflamatdrias e que possuem propriedades anti-inflamatérias in vivo e antioxidantes in
vitro. Foi possivel concluir que os 6leos essenciais dos espécimes feminino e
masculino de B. punctulata possuem diferencas quimicas e possuem atividade anti-
inflamatdria e antioxidante respaldando o uso tradicional desta espécie na medicina
popular.

Palavras chave: Baccharis punctulata. Oleos essenciais. Atividade anti-inflamatoria.
Atividade antioxidante.



ABSTRACT

SILVA DE OLIVEIRA, Murilo. Chemical and biological characterization of the
essential oils from leaves of female and male specimens of Baccharis punctulata
DC. 2021. 52f. Trabalho de Conclus&o de Curso (Curso Superior de Licenciatura em
Ciéncias Bioldgicas), Coordenagao do Curso de Licenciatura em Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Tecnologica Federal do Parana. Santa Helena, 2021.

Baccharis punctulata (Asteraceae) is a dioecious specie little studies chemically. This
specie is use in Bustillo Province, Bolivia, in asthma, contusion and luxation
treatments, but there is no any work that supports your traditional use. The objective
this work was to analyze the chemical composition of the essential oils from female
(BPF) and male (BPM) of B. punctulata by Gaseous Chromatography coupled Mass
Spectrometry and Flame lonization Detector and to evaluate anti-inflammatory and
antioxidant activities. The essential oils were extracted by hydrodistillation using
medicated Clevenger apparatus. The anti-inflammatory activity was evaluated by
through of inhibition of edema induced by 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate in
ear mice, inhibition of activity myeloperoxidase, reduction of reactive oxygen species
and cell migration, the antioxidant activity was evaluated front DPPH radical. The
majority compouds for BPF were bicyclogermacrene (42.44%), germacrene D
(21.18%), B-caryophylene (14.06%) and limonene (3,40%) and for BPM &-elemene
(14,29%), germacrene D (11,29%), bicyclogermacrene (10,90%) e [B-farnesene
(6,74%). The isolate administration of TPA promoted a increase in MPO enzymatic
activity and the inhibition of increase of MPO enzymatic activity for BPF was of 13.69
1+ 0.20% (0.1 mg/ear), 22.35 + 0.11% (0.3 mg/ ear) e 44.98 + 0.27% (1.0 mg/ ear) while
for BPM was of 22.40 + 0.29% (0.1 mg/ear), 36.49 + 0.07% (0.3 mg/ear) e 52.19 +
0.28% (1.0 mg/ear). The dexamethasone positive control (0,1 mg/ear) was able to
reverse the increase of MPO enzymatic activity at in 65.16 + 0.003. The histological
analysis demonstrated that application of TPA promotes the call influx, however this
inflammation was reduced with topical application of the samples BPF and BPM and
of positive control. The results observed in ROS and DPPH assays show that both
samples were able to reduce the inflammatory cells influx and have anti-inflammatory
in vivo and antioxidant in vitro propriety. Was possible to conclude that the essential
oils from female and male specimens of B. punctulata have chemical differences and
have anti-inflammatory and antioxidant activity, supporting the use this specie in folk
medicine.

Keywords: Baccharis punctulata. Essential oils. Anti-inflammatory activity.
Antioxidant activity.
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1  INTRODUGCAO

De acordo com a base de dados Flora do Brasil (2021) ha o registro de
38.676 espécies de plantas no Brasil, sendo que 19.681 sdo endémicas.
Algumas dessas espécies s&o utilizadas na medicina popular para o tratamento
de diversas doengas, porém apenas cerca de 0,4% da flora brasileira possui
estudos quimico, e dentre as familias utilizadas tradicionalmente se destaca a
familia Asteraceae (GURIB-FAKIM, 2006; RICARDO et al., 2017;).

A familia Asteraceae possui diversos géneros utilizados na medicina
popular, destacando-se o género Baccharis L., distribuido desde do Sul do
Canada até o Sul da Argentina e Chile, no Brasil, com exceg¢ao do estado Amap3,
encontra-se distribuida por todo o territorio, tendo maior incidéncia nas regioes
Sul e Sudeste (GIULIANO, 2001; VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005;
CAMPOS et al., 2016).

Espécies do género Baccharis sdo majoritariamente dioicas e
apresentam-se como arbustos, cujo tamanho normalmente n&o ultrapassa
quatro metros de altura, com caules e ramificagdes cilindricas, enquanto que a
morfologia das folhas e inflorescéncias variam de espécie para espécie, ressalta-
se que algumas espécies possuem caules reduzidos a cladédios (GIULIANO,
2001; HEIDEN; ANTONELLI; PIRANI, 2019).

Na América do Sul a populagdo em geral faz uso de infusdes e extratos
alcoolicos de espécies do género Baccharis para o tratamento de varias doengas
tais como inflamacgdes cutdneas e internas, desordens intestinais, diabetes, entre
outras (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005; CAMPOS et al., 2016).

A espécie com maior relato de uso tradicional € a Baccharis trimera DC.,
utilizada para tratamento de infecgdes, inflamacdes, desordens hepaticas e
gastricas (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005; RABELO; COSTA, 2018) e
Barbosa et al. (2020) avaliou a atividade hepatoprotetora do extrato etandlico de
B. trimera, o qual apresentou atividades promissoras frente aos testes avaliados.

De acordo com Ascari et al. (2012) o 6leo essencial das folhas da espécie
Baccharis uncinella DC. apresentou atividade sedativa corroborando com o uso
tradicional pelos indios Laklano como sedativo e regulador da pressao

sanguinea.
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Baccharis punctulata DC. é utilizada na provincia de Bustillo, Bolivia, no
tratamento de asma, contusdes e luxacdes, porém nao ha informacdes
cientificas que respalde seu uso tradicional (FERNANDEZ; SANDI; KOKOSKA,
2003). Assim, o objetivo desse trabalho é analisar a composi¢do quimica e
verificar as bioativades dos 6leos essenciais das folhas dos espécimes feminino

e masculino de B. punctulata.
2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi analisar a composicdo quimica e
bioatividades dos Oleos essenciais das folhas dos espécimes feminino e

masculino de B. punctulata.

2.2 Objetivos especificos
e Obter os dleos essenciais de ambos espécimes;
e Analisar o perfil quimico dos 6leos essenciais de ambos espécimes;
e Verificar a atividade anti-inflamatoria dos 6leos essenciais obtidos in vivo;

e Verificar a atividade antioxidante dos 6leos essenciais obtidos in vitro;

3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Oleos essenciais

Os ¢6leos essenciais sao constituidos principalmente por hidrocarbonetos
terpénicos, entretanto pode-se encontrar grupos oxigenados tais como aldeidos,
cetonas, oxidos, entre outros. Estes compostos sdo originarios do metabolismo
secundario vegetal. Nas plantas s&do responsaveis pela protecdo contra
herbivoria e patdgenos além de atrair animais polinizadores (CSEKE;
KAUFMAN; KIRAKOSYAN, 2007).

Os 6leos essenciais brutos e seus compostos isolados sdo amplamente
empregados nas industrias cosmética, alimenticia e farmacéutica. Devido a
producao em larga escala de 6leos essenciais de frutos citricos o Brasil ocupa a

posicao de maior produtor de 6leos essenciais no mundo, porém no passado
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também foi o principal produtor e importador dos 6leos essenciais de sassafras
e menta (BIZZO; HOVEL; REZENDE, 2009).

As extracdes dos 6leos essenciais podem ser feita por diversos métodos,
como por exemplo por meio de fluido supercritico, enfleurage, hidrodestilagéo e
extragao por arraste de vapor d’ agua, os dois ultimos sao mais utilizados nos
laboratorios por serem de simples execugao e com baixo custo (REVERCHON,
1997; PENSUK; PADUMANONDA; PICHAENSOONTHON, 2007; SILVEIRA et
al., 2012)

Apds o processo de extragcdo os 6leos essenciais sdao submetidos as
analises cromatograficas afim de verificar a composi¢cao quimica, sendo a mais
utilizada a cromatografia gasosa, pois é capaz de separar e detectar os
compostos de maneira eficaz e permite acoplar no final da coluna diversos
detectores tais como espectrémetro de massas (EM) e detector de ionizacao de
chamas (DIC) (LANCAS, 2017).

3.2 Familia Asteraceae

Segundo a base de dados Global Compositae Data Base (2021) a familia
Asteraceae € o maior do clado das Angiospermas, possui 32.876 espécies que
na atual classificagdo estao distribuidas em 12 subfamilias e 1765 géneros, as
quais, com excegéo da Antartida e a Regido Artica, podem ser encontradas em
todos os continentes, porém ocorrem com maior incidéncia na Zona Tropical,

(Figura 1).

1-9
10-98

I 100 - 998

W 1000 -939%

B 10000 -95359

M 100000 +

Figura 1: Distribuicdo da Familia Asteraceae no mundo.
Fonte: https://www.tropicos.org/. Acesso: 27 Fev. 2021.
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O éxito evolutivo de Asteraceae consiste principalmente em trés
caracteristicas morfolégicas e uma fisioldgica. As caracteristicas morfolégicas
sao presenca de polen tricolpado, inflorescéncias do tipo capitulo e a presenca
de frutos do tipo aquénio (PANERO; FUNK, 2008; JUDD et al.,, 2009;
SUDARMONO, 2019; WANG et al., 2020). A caracteristica fisiologica esta
relacionada com a sintese de diversos metabdlitos secundarios como por
exemplo os terpenos, flavondides, alcaldides entre outros, os quais séo
utilizados na defesa contra herbivoros e na atragao de polinizadores (MEZACHE
et al., 2018; REIDEL et al., 2018; LABED et al., 2019).

Devido a grande diversidade de espécies concomitante com a ampla
distribuicdo, espécies da familia Asteraceae sdao comumente utilizadas pela
populagdo na medicina tradicional para o tratamento de enfermidades como por
exemplo malaria, cancer, anemia, epilepsia, doencas cutaneas, inflamacgdes,
desordens intestinais, cdlicas, entre outras (SALDANA et al., 2018; MORAES-
NETO et al., 2019; PENG et al., 2019).

3.3 Género Baccharis
3.3.1 Distribuicao e Morfologia

A tribo Astereae € composta por 205 géneros e aproximadamente 3.080
espécies distribuidas em 18 subtribos, destaca-se a subtribo Baccharidinae
Less., a qual é constituida pelos os géneros Baccharis e Archibaccharis Heering
(PANERO; FUNK, 2008).

De acordo com a base de dados The Plant List (2021) o género Baccharis
€ constituido por 430 espécies, as quais encontram-se distribuidas do Sul do
Canada até o Sul da Argentina e do Chile (GIULIANO, 2001; VERDI;
BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005; CAMPQOS et al., 2016;). No Brasil ha o registro
de 179 espécies deste género distribuidas por quase todo o territério do pais,
com prevaléncia nas regides Sul e Sudeste (Figura 2). Sendo 115 espécies
endémicas, das quais oito espécies estdo ameagadas de extingdo (VERDI;
BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005; MARTINELLI; MORAIS, 2013).
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.
oo,

Figura 2: Distribuicido do género Baccharis no Brasil.
Fonte: http://floradobrasil.jbrj.gov.br. Acesso: 30 Mar. 2020

Espécies do género Baccharis ocorrem em regides de altitudes elevadas,
descampadas com alta incidéncia de radiagao solar, entretanto espécies podem
ser encontradas em encostas de rios e riachos, a diversidade de habitats que
ocupam deve-se as diversas adaptagdes morfolégicas que possuem (HEIDEN;
BAUMGRATZ; ESTEVES, 2012; VERDI; BRIGHENTE PIZZOLATTI, 2005).

- t - '7
/’ t'.‘\""-“.‘
Figura 3: Baccharis dracunculifolia DC. (A); Baccharis crispa Spring. (B) e

Baccharis uncinella DC. (C).
Fonte: http://floradobrasil.jbj.gov.br. Acesso: 30 Mar. 2021.

Além disso, tais espécie, geralmente apresentam-se como arbustos, cujo
tamanho nao ultrapassa quatro metros de altura, possuem caule e ramificagbes
cilindricas, a morfologia das folhas e inflorescéncias do tipo capitulo variam de
espécie para espécie, algumas espécies apresentam caules reduzidos a
cladédios e sao predominantemente dioicas (Figura 3) (GIULIANO, 2001;
HEIDEN; ANTONELLI; PIRANI, 2019). Estudos morfoanatomicos das folhas
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dessas espécies relatam a presenca de grandes quantidades de 6leo no
parénquima palicadico e tricomas glandulares e tectores (BUDEL et al., 2018a,
2018b).

3.3.2 Uso tradicional e bioatividades

Espécies género Baccharis sao utilizadas na medicina tradicional para o
tratamento de enfermidades tal como inflamagbdes cutdneas, desordens
intestinais, diabetes (VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005; CAMPOS et al.,
2016).

A espécie B. trimera uma das mais citadas na literatura, cujo nome popular
€ carqueja, é utilizada na medicina popular para tratamento de infecgdes,
inflamagbes, desordens hepaticas e gastricas (VERDI; BRIGHENTE;
PIZZOLATTI, 2005; RABELO; COSTA, 2018). Souza et al. (2019) e Barbosa et
al. (2020) verificaram a atividade do extrato etandlico de B. trimera frente a
modelos in vivo respectivamente para fatores de risco cardiovasculares e
hepaticos, os resultados obtidos nos estudos mostram que extrato de B. frimera
apresentou promissora atividade cardioprotetora e hepatoprotetora.

Baccharis milleflora (Less.) DC. é utilizada popularmente para o tratamento
de desordens intestinais e inflamacgdes. Pereira et al. (2017) testou o dleo
essencial desta espécie frente as linhagens de células leucémicas Jurkat, Raji e
HL-60, o dleo essencial foi capaz de inibir a proliferacéo de todas as linhagens
de células submetidas ao ensaio.

Outro relato de uso tradicional e bioatividade correlata é da espécie B.
uncinella, utilizada como sedativo e para regular a presséo sanguinea pelos os
indios Laklafio localizados em Ibirama, Santa Catarina. De acordo com estudo
realizado por Ascari et al., (2012) o dleo essencial das folhas coletadas na
reserva Laklafio, em Santa Catarina, demonstraram atividade sedativa

consideravel.
3.3.3 Composicao quimica dos 6leos essenciais

Os o6leos essenciais provenientes de espécies do género Baccharis séo

constituidos principalmente por monoterpenos e sequisterpenos oxigenados ou



19

ndo (CAMPOS et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2019; PEDROTTI et al., 2019;
FREITAS et al. 2020).

Os monoterpenos (Figura 4) comumente encontrados nos O6leos
essenciais de espécies deste género s&o oa-tujeno, a-pineno, B-pineno,
limoneno, mirceno, linalool e acetato de carquejila (BUDEL et al., 2018b;
OLIVEIRA et al., 2019; RABELO; COSTA, 2018). Os sequisterpenos, Figura 4,
com maior abundancia sao o-humuleno, B-cariofileno, 6xido de cariofileno,
biciclogermacreno, germacreno D, espatulenol e nerolidol (FREITAS et al., 2020;
PEDROTTI et al., 2019; VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

Varios fatores podem influenciar na composicdo quimica dos o6leos
essenciais tais como a localizacdo e horario da coleta, composi¢cao do solo,
indices pluviométricos, radiagdo solar, estagio vegetativo da planta, diocismo e
até mesmo as estruturas vegetais submetidas a extragdo (BOBBO-NETO;
LOPES, 2007; LAGO et al., 2008; BESTEN et al., 2012; BESTEN et al., 2014).

Lago et al. (2008) verificaram a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais
de individuos masculinos e femininos de B. trimera, o espécime feminino
apresentou como compostos majoritarios B-cariofileno (16,1%), a-cadineno
(11,6%) e a-cadinol (8,5%) ja o espécime masculino a-humuleno (20,3%),
germacreno D (12,9) e B-cariofileno (10,2%).

Zuccolotto et al. (2019) também verificaram a composi¢cao quimica dos
espécimes feminino e masculino de Baccharis burchellii Baker, o espécime
feminino apresentou biciclogermacreno (17,8%), B-cariofileno (11,8%) e v-
muuroleno (10,8%) como compostos majoritarios enquanto que no espécime
masculino biciclogermacreno (20,7%), B-Eudesmol (12,3%) e Thujopsan-2-a-ol
(9,1%).
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Figura 4: Monoterpenos e sequisterpenos presentes nos 6leos essenciais do género Baccharis.
Fonte: Autoria propria

3.4 Espécie Baccharis punctulata
3.4.1 Distribuicdo, morfologia e anatomia vegetal

De acordo com a base de dados Tropicos (2021) a espécie B. punctulata
(Figura 5) conhecida popularmente como chirca-do-mato, encontra-se
distribuida em regides da América do Sul como Bolivia, Argentina, Uruguai,
Paraguai, no Brasil nas regides Sul e Sudeste.
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B. punctulata € uma espécie didica e sua morfologia consiste em:

Arbustos ou subarbustos, 0,6-2,5 m alt. Folhas com peciolo 0,2-1,1
cm compr.; lAmina 2,2-9,8 x 0,4-24,5 cm, coriacea, eliptica a ovada,
apice agudo, base cuneada; 3 nervuras acrédromas 0,5-1 cm
suprabasais, ambas as faces com pouca resina ou nao resinosas,
aparentemente glabras. Paniculas 8-30 x 7—18 cm, piramidais, as
vezes cilindricas, geralmente terminais, as vezes axilares,
concentradas no apice dos ramos; pedunculos 1-8 mm compr;
bracteas reduzidas ou escamiformes 0,3-1,5 x 0,1-0,7 cm, mais curtas
que a capitulescéncia. Capitulo masculino 4,5-7,3 mm alt.; invélucro
Flores masculinas 20 x 45; corola 4-5,5 mm compr., tubo 2-2,5 mm
compr., fauce 0,2—0,5 mm compr., lacinias 1,7-2,5 mm compr.; anteras
exsertas; estilete 56,3 mm compr.; papilho 2,5-4,5 mm compr., apice
espessado. Capitulo feminino 3,7-9,6 mm alt.; invélucro 3,3-5,4 x 2,3—
6,7 mm, 3-5-seriado; bracteas involucrais externas ovadas, medianas
elipticas, internas linear-elipticas, apice fimbriado, margens inteiras,
escariosas. Flores femininas 70-150; corola 2,5-3,5 mm compr., apice
truncado, coroa subapical de tricomas presente; estilete 3,5-5 mm
compr. Cipselas 1,5-2 mm compr., cilindricas, levemente achatadas,
6—8-costadas, pubérulas; papilho 4—-6 mm compr., ndo acrescente
(HEIDEN; BAUMGRATZ; ESTEVES, 2012, p.672).

Figura 5: Estruturas de Baccharis punctulata, Folhas (A); Inflorescéncias
masculinas (B); Inflorescéncias femininas (C).
Fonte: Autoria prépria.

Os estudos morfoanatdmicos das folhas de B. punctulata realizados por

Budel et al. (2018b) apresentaram a presenga de tricomas bisseriado glandular
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e tricomas glandular flagellioforme do tipo Il com granulos de 6leos. Analises
realizadas com os cortes histolégicos corados com sudan lll mostraram a
presencga de granulos de 6leos em alta concentragdo no parénquima paligadico

e em menor quantidade parénquima esponjoso.
3.4.2 Uso tradicional e bioatividades

A infusdo de folhas de B. punctulata é utilizada na medicina tradicional
para o tratamento de asma, luxagcdes e contusdes na provincia de Bustillo,
Bolivia (FERNANDEZ; SANDI; KOKOSKA, 2003).

Budel et al. (2018a) avaliaram a atividade antimalarica, anti-tripanossoma
e inseticida do 6leo essencial das partes aéreas de B. punctulata o qual se
mostrou ativo para todos os ensaios. Alvarenga et al. (2018) verificaram a
atividade imunomoduladora do extrato de acetato de etila de B. punctulata frente
a proliferacdo de células mononucleares humanas, o qual apresentou atividade
significativa, indicando o aumento na imunidade consequente do aumento da

proliferacdo de células mononucleares.
3.4.3 Composicao quimica dos 6leos essenciais

Poucos estudos relatam a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais das
folnas de B. punctulata (SCHOSSLER et al., 2009; BUDEL et al. 2018a;
MINTEGUIAGA et al., 2018). Os compostos majoritarios dos 6leos essenciais
das folhas estudados por Schossler et al., (2009) coletadas no Rio Grande do
Sul foram biciclogermacreno (9,73%), cis-cadin-4-en-7-ol (6,77%) e Z-ocimeno
(6,33%).

Minteguiaga et al., (2018) ao analisarem o 6leo essencial das partes
aéreas coletadas em Paysandu, Uruguai, observaram como majoritarios
germacreno D-4-ol isbmero (7%), B-felandreno (5,20%) e acetato de bornila
(5,20%). Budel et al. (2018a) ao analisarem o dleo essencial de partes aéreas
dessa espécie coletada no Parana obtiveram a-bisabolol (26,63%), limoneno

(11,35%) e espatulenol (9,96%) como principais compostos.
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3.5 Bioatividades
3.5.1 Atividade anti-inflamatoéria

O processo inflamatério geral (Figura 6) consiste no reconhecimento do
agente infeccioso pelo os macréfagos, os quais respondem a esse estimulo
liberando citocinas e quimiocinas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2013). As
citocinas liberadas estimulam a sintese de selectinas e ligante de integrinas no
endotélio das vénulas, posteriormente os leucdcitos expressam carboidratos de
membrana que se ligam fracamente as selectinas enquanto que as integrinas
presente na superficie dos leucdcitos ligam-se fortemente as ligantes de
integrinas (MURPHY, 2014).

As quimiocinas se ligam aos proteoglicanos estimula a alta afinidade das
integrinas presente superficie dos leucécitos em relagcdo aos ligantes de
integrinas presente no endotélio das vénulas e estimulam a migragao por
quimiotaxia dos leucécitos (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2013).

O fluxo de sangue desfaz a ligagcédo entre os carboidratos e selectinas,
resultando no rolamento dos leucdcitos sob o endotélio venular que é
interrompido pela a forte ligagao entre as integrinas e ligantes de integrinas, logo
em seguida os leucocitos migram entre as células do endotélio e chegam ao local
onde se encontra o agente infeccioso e inicia o processo para elimina-los
(MURPHY, 2014).

Ativagao da integrina Aderéncia Migracgao através
latichols Rolamento por quimiocinas estavel do endotélio
Integnna (estado
de baixa afinidade) o
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Receptor de
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Quimiocina y &y
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" 'R ; § { $ L) f ] T
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r ; |ntegr|na Qutmtocmas
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4 o o 2
5 . o @, o
Citocinas | Slides/ =~~~ @9 C)
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Figura 6: Processo inflamatério geral.
Fonte: ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, (2013).
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Diversas estratégias sao utilizadas para verificar a atividade anti-
inflamatoria de Oleos essenciais, extratos vegetais e compostos isolados, uma
delas consiste em monitorar a inflamacgao apés a aplicagao dos produtos naturais
e isso pode ser feito por meio quantificagdo de enzimas e radicais livres geradas
no processo inflamatdrio e pela migragao celular (CHANDRAN; ABRAHAMSE;
PARIMELAZHAGAN, 2018; GIUSTARINI, et al., 2018; RUPACHANDRA et al.,
2019; RODRIGUES et al., 2020; WU et al., 2020).

E enzima MPO é um dos indicadores para monitorar o processo
inflamatdrio, pois € encontrada nos leucdcitos, logo as concentragées de MPO
no suposto local da inflamagao indicam se este processo ocorreu ou ndo, e caso
tenha ocorrido permite verificar a sua veeméncia (DOMINGOS et al., 2019;
RUPACHANDRA et al., 2019; NAKAMURA et al., 2020; CELLIERS et al., 2020).

Concomitante a MPO s&o aplicadas técnicas histoldgicas para verificar a
intensidade do processo inflamatorio por meio da quantificacdo dos leucécitos
que migraram para o tecido, esse monitoramento € realizado através da
comparagao de cortes histolégicos do tecido inflamado tratado com os cortes
histolégicos dos grupos controles, tais analises podem ser realizadas
manualmente ou por meio de softwares (GIUSTARINI, et al., 2018; LIU et al.,
2018; BARBOSA et al., 2020; RODRIGUES et al., 2020).

Os processos inflamatoérios possuem estreita relacdo com as EROs, pois
0s mesmos sao liberados o processo inflamatério ou caso sejam liberados de
maneira excessiva por outros fatores podem ativar a cascata inflamatoria, logo
assim como a enzima MPO as EROs também permitem monitorar os processos
inflamatdrios, para verificar as concentragdes de EROs sao utilizadas técnicas
de inflorescéncia (TANG et al., 2019; WU et al., 2020).

Poucos estudos demonstram que os metabdlitos secundarios podem agir
inibindo a sintese do fator nuclear kappa b, fator de necrose tumoral, isoleucina
6 e interferindo na cadeia enzimatica do acido araquidbénico (BORGES et al.,
2017; 2019; MOHAN et al., 2018; OLIVEIRA-TININO et al., 2018; PATIL et al.
2019).
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3.5.2 Atividade antioxidante

Os radicais livres consistem em moléculas ou atomos que possuem um
ou mais elétrons desemparelhados sendo considerados instaveis, a maioria sdo
subprodutos originados do metabolismo oxidativo do proprio corpo. As EROs
mais comuns sdo o anion superoéxido e os radicais hidroxila e peroxila (ALVES
et al., 2010; RAMALHO; JORGE, 2005).

Esses radicais causam uma série de transtornos para o organismo, pois
podem interagir com proteinas, lipidios e acidos nucléicos, causando e
intensificando mutacdes, inflamagdes, doencas auto-imunes, entre outros
problemas (ALVES et al., 2010). O potencial antioxidante consiste na capacidade
de um composto doar elétrons para o radical livre tornando-o estavel enquanto
que o proprio composto doador se estabiliza pelo mecanismo de ressonancia
(DUARTE-ALMEIDA et al., 2006).

Ha diversos tipos de antioxidantes sintéticos no mercado que sao
empregados nas industrias farmacéuticas e de alimentos, entretanto ha
suspeitas que os mesmos possam estar associados a processos cancerigenos,
logo a busca por antioxidantes naturais e menos agressivos tornou-se
necessaria (CIMRIN et al., 2019).

Diversas metodologias permitem verificar a atividade antioxidante de
amostras, entretanto destaca-se o ensaio frente ao radical DPPH por ser simples
e de baixo custo, esse ensaio consiste na reducdo do DPPH mediante a
interagdo com compostos doadores de H (Figura 7) (DUARTE-ALMEIDA et al.,

2006; PIRES et al., 2017).
o O o O
OZNQN'—N + A-H - OJN—Q—“—N + A"

VIOLETA AMARELO

Figura 7: Reducgao do radical DPPH.
Fonte: http://chimactiv.agroparistech.fr. Acesso: 04 Abr. 2021.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta e preparo do material vegetal

Ramos de espécimes feminino (BPF) e masculino (BPM) de B. punctulata
localizados no perimetro rural da cidade de Santa Helena, Parana, nas
coordenadas 24°48’15”S; 54°15’16"W a 368 metros de altitude foram coletados
em fevereiro de 2017 no periodo da manha.

Ap6s a coleta, as folhas foram separadas dos caules e secas em
temperatura ambiente por 4 dias, posteriormente trituradas em moinho de facas
e mantidas sob refrigeracéo até a data da extragao dos 6leos essenciais.

Ramos frescos foram utilizados para a confecgao de exsicatas, as quais
foram identificadas pelo o botanico Dr. Gustavo Heiden e depositadas no
Herbario ECT da Embrapa Clima Temperado em Pelotas, Rio Grande do Sul,
sob numeracado ECT0003431 (BPM) e ECT0003425 (BPF).

4.2 Extracao dos dleos essenciais

A obtencao dos 6leos essenciais foi realizada no Laboratério de Quimica
da Universidade Tecnoldgica Federal do Parana campus Santa Helena a partir
de 100 g de material vegetal seco pelo método de hidrodestilagdo com uso do
apparatus Clevenger modificado (Figura 8) (STALH; SCHILD, 1981). A extracao
teve duracao de aproximadamente trés horas. O hidrolato obtido foi submetido a
extracdo liquido-liquido com éter etilico. A mistura de éter etilico com dleo
essencial foi seca com sulfato de sédio anidro e rotaevaporada sob pressao
reduzida e com temperatura controlada. O rendimento do 6leo essencial foi

calculado em relagdo a massa seca do material vegetal.
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Figura 8: Apparatus utilizados na extragdo dos 6leos essenciais.
Fonte: Autoria prépria.

4.3 Analises cromatograficas

As analises por CG-EM-DIC foram realizadas no Laboratério de
Cromatografia da Faculdade Regional de Blumenau, Santa Catarina. Para as
analises CG-EM utilizou-se o cromatdgrafo a gas Shimadzu GCMS-QP2010 Plus
com coluna n&o-polar Rtx-56MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym) com detector de
massas. As condicdes utilizadas nas analises foram a razao de divisdo de 1/20,
250 °C para o injetor, 250 °C para a fonte de ions e 280 °C para a interface. A
temperatura inicial foi de 60° C durante os cinco primeiros minutos e ajustada
para aumentar 3 °C por minuto até atingir a temperatura de 240 °C.

Para a quantificagdo dos compostos presentes nas amostras foi utilizado
o cromatégrafo a gas Shimadzu 2010 acoplado ao detector de ionizagdo de
chamas e com coluna OV-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Foi utilizado gas hélio
como gas de arraste a uma taxa de fluxo continuo de 1 mL/min, a taxa de divisao
de 1/20, e o volume de injecao foi de 1uL de amostra diluida em éter etilico, com
o detector a 280°C, e o injetor a 250 °C. A temperatura inicial foi de 60° C durante
0s cinco primeiros minutos e ajustada para aumentar 3 °C por minuto até atingir
a temperatura de 240 °C.

A identificagcdo e a quantificag&o foi feita a partir do calculo do indice de
Kovats com a seguinte férmula:

Ta—Tb

= X X
IK=100x C+ 100 Te—Tb
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onde:

IK= indice de Kovats;

C = numero de carbonos padrao a esquerda,;

Ta = tempo de retengcdo do composto considerado;
Tb = numero de carbonos padréao a esquerda;

Tc = numero de carbonos padrao a direita.

Os compostos foram identificados por meio da comparacao dos espectros
de massas obtidos pela analise com os espectros de massas da base de dados
do software do cromatografo e dos dados publicado na literatura (ADAMS, 2009).
A quantificacdo dos compostos se deu pela a comparagao e relagao dos IK dos

picos dos cromatogramas obtidos por CG-EM e CG-DIC
4.4 Ensaio Anti-inflamatério
4.4.1 Animais

Os animais utilizados para realizar o experimento foram fémeas de
camundongos Swiss com peso entre 25 a 30 g, com disponibilidade de agua e
alimento ad libitum, mantidas em um ciclo de 12 horas de luz e escuro sob
temperatura controlada a 22 °C + 2 °C. Os animais foram ambientados no
laboratério uma hora antes do teste.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Farmacologia da
Universidade Federal do Parand em Curitiba, Parand de acordo com os
principios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA) e aprovados pela Comiss&o de Etica para o Uso de Animais

(CEUA) da Universidade Federal do Parana com protocolo de numero 1187.

4.4.2 Inflamagdo aguda de orelha induzida por 12-O-tetradecanoilforbol-13-
acetato (TPA)

A inflamagdo aguda de pele foi induzida com a aplicagdo de TPA,
posteriormente aplicou-se topicamente as amostras dos 6leos essenciais BPF e
BPM nas concentragbes de 0,1; 0,3 e 1,0 mg/orelha, e o controle positivo
dexametasona (DEXA) 1,0 mg/orelha (OTUKI et al., 2005).
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Apods seis horas de inducdo da inflamacdo com TPA foi mensurada a
espessura das orelhas com um micrébmetro digital (Great, MT-04513),
posteriormente os camundongos foram eutanasiados e as orelhas submetidas a
analise histolégica, aos ensaios de redugdo da atividade da enzima MPO e
reducao de EROs (OTUKI et al., 2006).

4.4.3 Ensaio sobre a atividade enzimatica da Mieoloperoxidase (MPO)

O ensaio da MPO foi realizado de acordo com a metodologia de Bradley
et al. (1982), modificado por Young et al. (1989). As amostras das orelhas com
6 mm foram adicionadas a 0,75 mL de solucéo fosfato de sédio 80 mmol/L e PBS
pH 5,4 contendo 0,5% de hexadeciltrimetilaménio e homogeneizadas. O
homogenato foi decantado em microtubos e adicionados 0,75 mL de PBS,
posteriormente 1,5 mL da amostra foi centrifugada a 11.200 x g a 4 °C por 20
minutos.

O ensaio enzimatico da MPO foi realizado em triplicatas de 30 ym de
sobrenadante em placas com 96 poc¢os, posteriormente adicionou-se 200 yL de
uma solugao contendo 10 pL de 80 mmol/L PBS pH 5,4, 85 uL de 0,22 mmol/L
PBS pH 5,4 e 15 uL de peroxido de hidrogénio 0,017% em pogo. A reagéo foi
iniciada com a adi¢ao de 20 uL 18,4 mmol/L de tetrametilbenzidina dissolvida em
dimetilformamida, logo em seguida a placa foi incubada a 37 °C por trés minutos,
a interrupgao da reacao se deu pela a adi¢cao de 30 pL de1,46 mol/L acetato de
sddio, pH 3,0.

Determinou-se a atividade enzimatica colorimetricamente com o leitor de
placas (EL808; BioTech Instruments, INC) ajustado para medir a absorbancia de

620 nm para MPO e os resultados foram expressos como mDO/bidpsia.
4.4.4 Analise histologica

As amostras de 6 mm de orelhas foram fixadas em solugéo contendo 80%
de etanol, 40% de formalina e acido acético, posteriormente foram embebidas
em parafina e seccionados em laminas de 5 ym e coradas com eosina e
hematoxilina. As laminas foram fotografadas em com aumento de 400x e as
fotografias foram analisadas com o software ImageJ® version 1.48 (National
Institute of Health, USA).
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4.4.5 Avaliacao de EROs

O teste de EROs foi realizado de acordo com a metodologia de Hempel
et al. (1999) com pequenas modificagdes. As amostras foram homogeneizadas
em 8 mmol/L de PBS pH 7,2 durante 45 segundos a 0 °C, posteriormente os
homogenatos foram incubados com 2 mmol/L de 2,7 diacetato de
diclorofluoresceina (DCHF-DA) durante 40 minutos.

A conversao de DCHF-DA em 2,7 diclorofluoresceina (DCHF) foi
avaliada com leitor de placas (EL808; BioTech Instruments, INC) com 485 nm de
excitacao e 530 nm de emissao. Os resultados foram expressos como unidade

fluorescente.
4.5 Ensaio antioxidante

A atividade antioxidante das amostras BPF e BPM foram mensurados
frente a captura do radical livre DPPH, o ensaio foi realizado em ftriplicata de
acordo com a metodologia de Granato et al. (2015) no Departamento de
Engenharia de Alimentos na Universidade Estadual de Ponta Grossa, Parana.

As amostras foram diluidas em propanona e o DPPH foi preparado em
alcool etilico na concentracédo de 0,10 mmol/L. Em uma microplaca misturou-se
40 pL de amostra diluida com 260 pL da solu¢édo de DDPH, a reagao ocorreu no
escuro por 30 minutos. Como controle negativo utilizou-se a propanona, os
resultados foram comparados com uma curva padrao de acido ascorbico (7,5 —
50 mg/L, R?= 0,9975) e os resultados foram expressos em mg acido ascorbico
equivalente por g de oleo essencial (mg AAE/Q).

4.6 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a Analise de Variancia One Way, seguida
pelo teste post-hoc de diferenga menos significativa de Fisher, para avaliar a
significancia estatistica dos testes realizados in vivo (GRANATO et al., 2014).

Para a analise da quimica da composi¢cao e da atividade antioxidante in
vitro das amostras, ambos 6leos essenciais foram comparados pelo teste t de

Student nao pareado. O nivel de significancia aceito para os testes foi <0,05.
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Todos os testes foram realizados usando os GraphPad Prism versdo 6.0
(LaJolla, Califérnia, EUA).

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Composicao quimica dos 6leos essenciais

Os rendimentos dos 6leos essenciais em relagcédo ao peso seco do material
vegetal foram de 1,62% e 0,87% respectivamente para os espécimes feminino
(BPF) e masculino (BPM), rendimentos esses maiores do que os rendimentos
dos dleos essenciais de B. puncutulata obtidos por Gonzales (2019) de 91,8% e
85,9% para espécime feminino e masculino respectivamente.

Na Tabela 1 apresenta-se a composicdao quimica das amostras, foi
possivel identificar 96,32% dos compostos da amostra BPF e 74,65% da BPM.
No total foram identificados 45 compostos, sendo 27 compostos identificados na
amostra BPF e 18 na amostra BPM. Ressalta-se que ambas as amostras
apresentaram altas concentragcées de sequisterpenos nao oxigenados, sendo
85,83% para BPF e 63,55% para BPM, e baixas concentragbes de
monoterpenos oxigenados sendo 0,92% e 0,59% respectivamente para BPF e
BPM.

Os compostos maijoritarios para BPF foram o biciclogermacreno (42,44%),
germacreno D (21,18%) e B-carifileno (14,06%), enquanto a amostra BPM
apresentou como compostos majoritarios o d-elemeno (14,29%), germacreno D
(11,29%) e biciclogermacreno (10,90%), é possivel verificar que ha diferenca
entre a composi¢gao quimica oleos essenciais BPF e BPM analisados, e a
composicao dos mesmos difere com o que ha publicado na literatura.

O dleo essencial de partes aéreas de B. punctulata coletadas no Uruguai
por Minteguiaga et al. (2018) apresentou como majoritarios germacreno D-4-ol
isémero (7%), B-felandreno (5,20%) e acetato de bornila (5,20%), enquanto as
analises dos Oleos essenciais dessa espécie coletada no Parana realizadas por
Budel et al. (2018)a obtiveram a-bisabolol (26,63%), limoneno (11,35%) e

espatulenol (9,96%) como principais compostos.
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Figura 9: Cromatogramas das amostras BPF (A) e BPM (B).
Fonte: Autoria propria

Estudo realizado por Gonzalez (2019) com dleos essenciais de partes
aéreas de B. punctulata coletadas na Argentina mostrou que os compostos
majoritarios para o espécime feminino foram verbocidentafurano (47,50%), &-
elemeno (4,80%) e allo-aromadendreno (4,80%) ja para masculino foram o
verbocidentafurano (43,90%), d-elemeno (9,10%) e amorfa-4,7 (11)-dieno, este
foi o primeiro relato da composi¢cao quimica de espécimes diferentes de B.
punctulata.

Tais diferengas podem estar relacionadas a expressdo génica distinta
entre os espécimes, fatores abidticos, como a intensidade da radiagc&o solar,
composi¢do quimica do solo, indices pluviométricos e também a fatores
relacionados a ativacdo da defesa induzida por herbivoros (GOBBO-NETO;
LOPES, 2007).
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Tabela 1 — Composicao relativa (%) dos componentes identificados nas analises dos 6leos
essenciais das folhas de espécimes feminino BPF e masculino BPM de B. punctulata.

Compostos Rla RIP *BPF *BPM "Valor de p
Limoneno 1026 1029 3,40%0,15 ND NA
B-ocimeno 1046 1050 1,08 £ 0,04 ND NA
Terpinen-4-ol 1176 1177 0,13+ 0,00 ND NA
Acetato de bornila 1285 1285 0,66+0,01 0,59+ 0,01 <0,001
Safrol 1287 1287 0,13 0,00 ND NA
3-elemeno 1336 1338 1,97+0,01 14,29+0,06 <0,001
Copaeno 1374 1376 0,11+ 0,00 ND NA
B-cubebeno 1389 1388 0,21 +£0,00 ND NA
B-elemeno 1391 1390 1,12+0,00 6,11+0,02 <0,001
B-cariofileno 1419 1419 14,06 +£0,07 5,59+ 0,03 <0,001
B-gurjuneno 1428 1433 0,13+0,00 0,11+0,01 0,003
y-elemeno 1433 1436 ND 0,69 £ 0,00 NA
Aromadendreno 1438 1441 0,25+ 0,00 ND NA
o-humuleno 1453 1454 1,54+0,01 0,27 +£0,00 <0,001
B-farneseno 1456 1456 ND 6,74 £ 0,03 NA
Allo-aromadendreno 1460 1460 0,24 +0,00 ND NA
y-muuroleno 1477 1479 0,14 +0,03 ND NA
Germacreno D 1482 1481 21,18+0,16 11,29+0,04 <0,001
Valencene 1491 1496 0,30+0,01 0,37 £0,00 <0,001
Biciclogermacreno 1499 1494 42,44 +0,10 10,90+0,05 <0,001
o-selineno 1505 1498 0,41 0,01 ND NA
Hidroxitolueno butilado 1512 1515 0,12+0,00 4,31+0,03 <0,001
8-cadineno 1523 1523 1,77+0,01 4,46+0,03 <0,001
Elemol 1549 1549 0,30+0,01 1,28 10,01 <0,001
Germacreno B 1557 1561 ND 2,73 £ 0,02 NA
(E)-nerolidol 1562 1563 1,52+ 0,01 ND NA
Espatulenol 1578 1578 0,23+0,00 0,60+ 0,01 <0,001
Oxido de cariofileno 1580 1583 ND 0,19 + 0,01 NA
t-cadinol 1642 1640 0,24 +0,00 ND NA
Torreyol 1647 1646 0,64+0,01 4,13+0,08 <0,001
a~cadinol 1655 1654 0,95+ 0,02 ND NA
Total identified (%) 96,32 74,65 NA
NI (%) 3,63+0,14 18,37+0,46 NA
Monoterpenos hidrocarbonados (%) 4,48 £ 0,19 0 NA
Monoterpenos oxigenados (%) 0,92+0,01 0,59 0,01 <0,001
Sesqwterpeno?c;:|)drocarbonados 8583+ 0,38 6355+029 <0001
Sequisterpenos oxigenados (%) 4,00+ 0,05 10,51+0,14  <0,001
Rendimentos (m/m) (%) 1,62 0,87 NA

RI2; Valores de indices de rentencgao relativa calculado utilizando a coluna RTX-5 (CG-EM) e a
série de n-alcanos C8-C19.RI°: indices de rentengao relativa publicados com uma coluna DB-
5; ND: nao detectado ou <0,10%, NI: ndo identificado; NA: ndo aplicado. *: média calculada da
composigao relativa utilizando a coluna OV-5 (CG-DIC) e a série de n-alcanos C8-C19. 'Valores
de p obtidos pelo teste t de Student nao pareado.

5.2 Atividade Anti-inflamatéria e Antioxidante
Na Figura 10A pode-se observar que os Oleos essenciais de ambos

espécimes foram capazes de reduzir a formagao do edema induzido por TPA. A
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reducéo do edema da amostra BPM foi de 37,09 + 18,25% (0,1 mg/orelha), 30,97
+ 16,75% (0,3 mg/orelha) e 47,68 + 12,74% (1,0 mg/orelha) enquanto que para
a amostra BPF foi de 25,37 + 5,32% (0,1 mg/orelha), 43,13 + 13,87% (0,3
mg/orelha) e 43,13 + 14,86% (1,0 mg/orelha). O controle positivo, DEXA, reduziu
a inflamacao em 84,86 + 15,22% (0,1 mg/orelha).

Diante desses resultados observa-se que a amostra BPM apresentou
maior atividade na concentragdo de 1,0 mg/orelha com redugédo do edema de
orelha de 47,68 + 12,74%, na BPF observou-se que ndo houve o aumento da
reducao do edema de 43,13 + 13,87% a partir da concentragcéo de 0,3 mg/orelha.

A reducgédo da atividade da enzima MPO (Figura 10B), demonstrada para
BPF foi de 13,69 £ 0,20% (0,1 mg/orelha), 22,35 + 0,11% (0,3 mg/orelha) e 44,98
+ 0,27% (1,0 mg/orelha) enquanto para BPM foi de 22,40 + 0,29% (0,1
mg/orelha), 36,49 + 0,07% (0,3 mg/orelha) e 52,19 + 0,28% (1,0 mg/orelha), o
DEXA reduziu a atividade da MPO em 65,16 + 0,003 (0,1 mg/orelha). Ambas as
amostras apresentaram melhor atividade frente a reducdo da atividade da
enzima MPO na concentragdo de 1,0 mg/orelha, para BPM a reducgéo foi de
52,19 + 0,28% e para a BPF de 44,98 + 0,27%.
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Figura 10: Efeito dos 6leos essenciais BPF e BPM sobre a inflamagao induzida
por TPA (A), Redugao da atividade da enzima MPO (B). As barras representam a
média + EPM para 5-6 animais. *** p <0,001, ** p <0,01 e * p <0,05 em

comparagao com o controle.

Fonte: Autoria prépria.
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As analises histoldgicas (Figura 11) mostram que ambas as amostras
quando comparadas com o controle negativo, TPA, foram ativas sob a
inflamagéao induzida e é visivel que a BPF foi mais ativa. A redugao dos nucleos
corados (Figura 12) induzidas pela BPF e BPM na concentragdo de 1,0
mg/orelha quando comparada com o controle negativo, TPA, foram de 52,43 +
6,9% para BPF e 33,58 + 8,6% para BPM, enquanto a redugado da migragao
celular do controle positivo DEXA (0,1 mg/orelha) foi de 68,31 + 4,39%.

ACETONA TN TPA ==

BPF .

BPM Cls )

Figura 11: Cortes transversais de orelhas de camundongos, amostras coradas com
hematoxilina-eosina com aumento de 400x
Fonte: Autoria prépria
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Os resultados obtidos no ensaio de EROs (Figura 13) por meio da sonda
fluorescente DCFH-DA mostram que a aplicagao tépica de TPA aumentou a
quantidade de EROs, entretanto os tratamentos quando comparado ao controle
positivo foram capazes de reduzir as EROs em 58,83 £ 2,00% e 49,12 £ 1,7%
para BPM e BPF, respectivamente.

O processo inflamatoério € caracterizado pela a migragdo de leucdcitos
polimorfonucleares para o local onde o agente causador da inflamagao se
encontra, tais grupos de células possuem grandes quantidades da enzima
mieloperoxidase, portanto os resultados obtidos pelo o ensaio da MPO corrobora
com a reducao do edema de orelha, visto que quanto menor for o edema menor
sera a concentragdo de MPO no local (BUCHAN et al., 2019). Neste contexto,
os valores obtidos através da contagem de nucleos presentes nos cortes
histolégicos demonstraram que houve diminuicdo da presenca de células
polimorfonucleares na orelha, corroborando com os demais ensaios da redugéo
do edema e MPO.

Diversos estudos mostram que a acdo de defesa dos leucdcitos
polimorfonucleares resulta naturalmente no aumento das EROs no local da
infeccdo, também observavel no controle negativo da Figura 12, entretanto
ambas as mostras foram capazes de reduzir os valores de EROs, resultados
esses que corroboram com os demais testes realizados (KABANOV et al., 2019;
WINBERG et al. 2019). A atividade anti-inflamatéria que ambas as amostras
apresentaram, pode estar relacionada com a presenca dos compostos
majoritarios biciclogermacreno e germacreno D, porém ha poucos estudos sobre
a agao bioldgica desses compostos.

Estudo realizado por Vieira et al. (2009) avaliou o 6leo essencial das
folnas de Ageratum fastigiatum (Gardner) R.M. King & H. Rob. (Asteraceae)
contendo germacreno D (24,15%), a-humuleno (11,45%) e B-cedreno (10,63%)
frente aos ensaios anti-inflamatoérios de edema de pata e exsudacgao pleural em
ratos, os resultados demonstraram reducdo no processo de inflamacao em
41,18% e 47,29% respectivamente.

Tosun et al. (2016) verificaram a atividade anti-inflamatéria do 6leo

essencial dos frutos de Seseli gummiferum Pall. ex Smith (Apiaceae) tendo como
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compostos majoritarios germacreno D (54,10%) e sabineno (22,40%) frente aos
ensaios de inibicdo de oxido nitrico, prostaglandina e fator de necrose tumoral
kB induzidas nas linhagens de células RAW 264.7 e em todos os testes o 6leo
essencial foi capaz de inibir esses indutores do processo inflamatorio.

O oleo essencial de Croton campestris A. St.-Hil (Euphorbiaceae) tendo
1,8-cineol (16,98%), [-cariofileno (15,91%), germacreno D (14,51%) e
biciclogermacreno (10,41%) como compostos majoritarios foi avaliado frente a
edemas induzido na orelha e contusbes abdominais causadas em
camundongos, enquanto B-cariofileno purificado foi testado nas contusoées
abdominais. O 6leo essencial reduziu 30% (25 mg/orelha) da formacgéo do
edema e inibiu 90,3% (200 mg/kg) da contus&do abdominal, enquanto o -
cariofileno reduziu 87,3% (4.97 mg/kg) da contusdo abdominal (OLIVEIRA-
TININO et al., 2018).

Ambas as amostras apresentaram atividade antioxidante frente ao radical
DPPH (Figura 14), corroborando com o ensaio das EROs. A amostra BPM
apresentou atividade de 0,33mg AAE/g, a qual quando comparada com a BPF,
cuja atividade foi de 0,18mg AAE/g, foi mais ativa.

DPPH (mg AAE/qg)
o o
- N w
(e) o o
S o© o

o

0,000
BPF BPM

Figura 14: Potencial antioxidante de BPF e BPM frente ao radical DPPH expresso em mg de
acido ascorbico equivalente por grama de 6leo essencial. Valores sdo média + SD, p < 0.05.
Fonte: Autoria propria.

Os resultados obtidos corroboram com os resultados da analise frente as

EROs, dando mais respaldo a atividade anti-inflamatéria das amostras BPF e
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BPM. A atividade antioxidante observada para as amostras pode estar
relacionada com os compostos majoritarios apresentados.

Calleja et al. (2013) verificou a atividade antioxidade do -cariofileno em
diferentes concentracdoes frente ao DPPH, anion superdxido, 5-liperoxidase,
Stress oxidativo na linhagem de células CFS-2G, em todos os ensaios o
composto apresentou atividades, agiu como antioxidante e foi capaz de reduzir
o stress oxidativo. De acordo com Sampaio et al., (2019) o éleo essencial das
folnas de Eugenia gracillima Kiaersk (Myrtaceae) contendo germacreno D
(16.10%), y-muuroleno (15.60%), biciclogermacreno (8.53%) como compostos
majoritarios apresentou atividade antioxidante frente aos radicais DPPH e 2,2'-
azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-acido sulfénico.

6 CONCLUSOES

As analises quimicas deste estudo permitiram concluir que espécimes
diferentes da mesma espécie podem ter diferencas no metabolismo secundario,
resultando em perfis quimicos diferentes.

Os resultados obtidos pelos os ensaios biolégicos permitem inferir que os
Oleos essenciais de ambos os espécimes de B. punctulata possuem atividades
anti-inflamatéria e antioxidante, respaldando pela primeira vez o seu uso na
medicina popular.

Os resultados deste trabalho foram publicados em congressos nacionais,
Apéndice A e B, e na revista cientifica Journal of Ethnopharmacology sob o titulo
Chemical composition, antioxidant and anti-inflammatory activities of the
essential oils from male and female specimens of Baccharis punctulata
(Asteraceae), Apéndice C.

A revisao bibliografica e os resultados aqui obtidos mostram parte do
potencial biolégico que os compostos provenientes das plantas possuem,
potencial esse que por si s6 ja € uma grande justificativa para o desenvolvimento
e implementacgéao de politicas que fomente e instigue a pesquisa com os produtos
naturais, visto que a cura de muitas doengas certamente esta sob os pés das

mais simples populagoes.
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Palavras Chave: Baccharis punctulata, éleos essenciais, CG-EM.

Introdugao

Espécies do género Baccharis sdo pouco estudadas
quanto & sua composigdo quimica e atividades
bioldgicas, no entanto algumas tém apresentado elevado
potencial farmacolégico‘. Tais espécies sdo muito
utilizadas na medicina popular no controle e tratamento
de doencas, além de usos de importéncia econdmica e
ambiental, Diversos relatos confirmam os usos da
medicina popular associados as ages farmacoldgicas de
espécies deste género’. Baccharis punctulata DC. é uma
espécie com distribuigdo espontédnea nas regides sul e
sudeste do Brasil. Embora n&o encontre uso na medicina
tradicional brasileira, as folhas s&o utilizadas pelas
comunidades rurais da Provincia de Bustilo na Bolivia
para o tratamento de asma, luxacbes e contusdes’. A
composicdo quimica dessa espécie vegetal ainda néo é
completamente conhecida. As partes aéreas da planta
possuem oleo essencial cuja composicdo foi estudada
por Schossler et al. (2009}3 através de GC-MS e GC-FID.
Esses autores citam entre os principais constituintes os

seguintes compostos obtidos por hidrodestilacdo:
limoneno, z-ocimeno, cis-cadin-4-en-7-ol e biciclo-
germacreno. Em alguns poucos estudos sobre dleos

essenciais tem sido levado em consideracdo que as
espécies deste género sao didicas, podendo haver
diferengas entre o metabolismo secundario de espécimes
masculinos e femininos de uma mesma espécie. Nesse
cenario, o objetivc deste trabalho foi analisar a
composigdo quimica dos oleos essenciais das folhas de
espécimes masculina (BPM) e feminina (BPF) de B.
punctulata localizadas no Oeste do estado do Parana.

Resultados e Discusséo

Espécimes BPM e BPF foram coletados em Santa
Helena - PR em fevereiro de 2016, na posigdo geografica
24°48'15" Sul e 54°15'16" Oeste a 368m de altitude. As
exsicatas foram identificadas pelo botanico Gustavo
Heiden e depositadas no Herbario ECT da Embrapa
Clima Temperadas, Pelotas, RS, sob os niumeros BPM
(ECT 0003425) e BMP (ECT 0003431).

IX Simpdsio de Graduagédo e Pos-graduagdo em Quimica da UEPG

Os odleos essenciais foram obtidos por  hidrodestilaggo
em aparelho Clevenger modificado por 3 horas usando
100 g de folhas secas a temperatura ambiente. O
rendimento das amostras de olec essencial de BPF foi
de 1.62% e de BPM 0.87%. A andlise quimica das
amostras foi realizada por GC-MS e GC-FID. Os indices
de Kovats obtidos foram comparados com dados
publicados". A andlise por GC-MS-FID  permitiu
constatar a o corréncia de limoneno (3.40%) como
representante majoritario dos monoterpenos (5.40%)

em BPF e em BPM apenas o acetato de bornila (0.59%).
Os sesquiterpenos encontrados em maior proporgao em
BPM séo: &-elemeno (14.29%), germacreno D (11.29%),
biciclogermacreno (10.90%), B-farnesenc (6.74%), B-
elemeno (6.11%) e B-cariofileno (5.59%) e em BPF,
biciclogermacreno (42.44%), germacreno D (21.18%) e
B-cariofileno (14.06%). Analisando os sesquiterpenos
majoritarios observa-se que ha diferencga estatistica entre
as amostras BPM e BPF. De uma forma geral, a
composi¢do quimica do déleo essencial dos espécimes
BPF e BPM assemelha-se aos compostos observados
na literatura para esta espécie.

Conclusdes

O perfil quimico dos dlecs de espécimes masculino e
feminine de B. punctulata foi investigado e foi possivel
verificar a presengca em maiores quantidades dos
compostos biciclogermacreno, germacreno D, &-elemeno e
B-cariofileno . Este é o primeiro estudo quimico de volateis
de espécimes masculinos e femininos desta espécie
vegetal.
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Species of the genus Baccharis are used in traditional medicine in the control and treatment of
various diseases, in addition to their economic and environmental importance. Increasingly,
studies on its chemical composition and biological activities confirm the uses in traditional
medicine associated with the pharmacological actions of species of this genus, especially as
anti-inflammatories and agents of gastric protection’. Baccharis punctulata DC. is a species that
occurs spontaneously, with distribution in the southern and southeastern regions of Brazil.
Although there is no use in traditional Brazilian medicine, the leaves are used by the rural
communities of the Province of Bustillo in Bolivia for the treatment of asthma, dislocations and
contusions?. The objective of this work was to analyze the chemical composition and the anti-
inflammatory activity of the essential oils of the leaves, using a model of skin inflammation in
mice. Male (BPM) and female specimens (BPF) of B. punctulata were collected in the western
part of the state of Parana. The essential oils were obtained by hydrodistillation in a modified
Clevenger apparatus for 3 h. The yield of BPF samples was 1.62% (w/w) and BPM 0.87%
(wfw). The chemical analysis was performed by GC-MS-FID and showed the occurrence of
sesquiterpenes found in greater proportion in BPM, being: 5-elemene (14.29%), germacrene D
(11.29%) and bicyclogermacrene (10.90%) and in BPF, bicyclogermacrene (42.44%),
germacrene D (21.18%) and B-caryophyllene (14.06%). The most commonly used in vivo
animal model to study the cutaneous inflammatory process is the induction of edema in the ear
of mice®. Topical application of phorbol esters, such as TPA, induces inflammation and
hyperproliferative responses in animals. The treatments with BPM and BPF, as well as
dexamethasone (DEXA, positive control), were performed topically shortly after the application
of the phlogistic agent. The activity of the myeloperoxidase (MPO) enzyme used as an
indication of the presence of polymorphonuclear leukocytes in the inflamed tissue was also
evaluated for the aforementioned samples, as well as the histological analysis. Topical
administration of the essential oils BPM and BPF was able to reduce the formation of the
edema induced by TPA in the treated groups. These inhibitions were equal to 25.37 + 5.32%
(0.1 mgfear), 43.13 + 13.87% (0.3 mg/ear) and 43.13 = 14.86% (1 mg/ear), when we consider
BPF sample. The BPM was able to revert the formation of ear edema in 37.09 + 18.25% (0.1
mg/ear), 30.97 + 16.75% (0.3 mg/ear) and 47.68 £ 12.74% (1 mg/ear). While DEXA promoted
inhibition equal to 84.86 + 15.22% (0.1 mg/ear). The administration of TPA promoted an
increase in MPO activity, as well as the inhibition of the increase in MPO activity when the
animals were treated with GMP at concentrations of 0.1 mg (13.69 £ 0.20%), 0.3 mg (22.35 %
0.11%) and 1 mg / ear (44.98 + 0.27%). Topical treatment with BPM was able to inhibit the MPO
enzyme activity at 22.40 + 0.29% (0.1 mg/ear), 36.49 + 0.07% (0.3 mgfear) and 52.19 + 0.28%.
The DEXA (0.1 mg/ear) was able to reverse the increase of the enzymatic activity of MPO in
65.16 + 0.003%. Histological analysis corroborated with the results expressed above. Based on
the results of the chemical analysis it is observed that there is statistical difference (p<0.05)
between the BPM and BPF essential oils. The essential oil samples showed promising anti-
inflammatory activity in the model tested.

1 Campos, F. R. et al., Chem Biodivers. 2016, 13, 1.

2 Fernandez, E.C.; Sandi, Y.E.; Kokoska, L. Fitoterapia. 2003, 74, 407.
3 Gabor, M., 2003. Methods in Molecular Biology. 2003, 225, 129-137.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Ethnopharmacological relevance: Baccharis punctulata (Asteraceae), popularly known as “Chillka saru saru” in

Baccharis punctulata Bolivia, has been used by rural communities in Bustillo Province of the Potosi Department for treatment of

Essential oil asthma, luxations and contusions.

Topical antl-inflammatory Aim of the study: To analyze the chemical composition of the essential oils obtained from leaves of female (BPF)
and male (BPM) specimens and evaluate their anti-inflammatory and antioxidant properties.
Material and methods: Chemical composition analyses of Baccharis punctulata essential oils isolated by hi-
drodistillation from leaves of male and female specimens were performed by GC-FID-MS. The in vive anti-in-
flammatory activity was evaluated using the model of TPA (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate) induced ear
edema, and the polymorphonuclear cell migration was evaluated by mieloperoxidase (MPO) and analyzed
histologically. To measure the reactive oxygen species (ROS) in the inflamed tissue, the DCFH-DA fluorescent
probe was used. The chemical in vitro antioxidant activity of essential oils was determined using the 2,2-di-
phenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH) free radical assay.
Results: The chemical analysis showed high proportion of sesquiterpenes in the volatiles samples obtained from
BPM, such as 8-elemene (14.29%), germacrene D (11.29%) and bicyclogermacrene (10.90%), and in the sample
from BPF, bicyclogermacrene (42.44%), germacrene D (21.18%) and B-caryophyllene (14.06%). A statistical
difference (p < 0.05) on chemical composition between both essential oils was observed. Topical administra-
tion of both BPM and BPF essential oils was able to inhibit the formation of TPA-induced edema in the treated
groups. Isolated administration of TPA promoted an increase in MPO enzyme activity, and inhibition of the
increase of MPO activity was observed when animals were treated with BFP at concentrations of 0.1 mg/ear
(13.69 % 0.20%), 0.3mg/ear (22.35 = 0.11%), and 1.0mg/ear (44.98 + 0.27%). Topical treatment with
BPM was able to inhibit MPO activity at 22.40 * 0.29% (0.1mg/ear), 36.49 + 0.07% (0.3 mg/ear) and
52.19 * 0.28% (1.0 mg/ear). The positive control of dexamethasone (DEXA, 0.1 mg/ear) was able to revert the
increase in the enzymatic activity of MPO caused by TPA (65.16%). Histological analysis showed that topical
application of TPA promoted intense cellular infiltration. This inflaimmatory parameter was reduced with the
topical application of the BPF and BPM oil samples as well as with DEXA. The results observed in the ROS and
DPPH tests suggest that both samples were able to reduce the inflammatory cells influx and have in vitro anti-
oxidant properties, respectively.
Conclusions: This study presents, for the first time, the chemical composition of the essential oils obtained from
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