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RESUMO

O género Baccharis compreende cerca de 440 espécies, sendo muitas delas
utilizadas na medicina popular para o tratamento das mais diversas afeccdes. Dentre
as espécies do género, destaca-se Baccharis articulata (Lam.) Pers., popularmente
conhecida como carqueja, carquejinha ou carqueja-doce, utilizada na medicina
tradicional como diurética, digestiva e antidiabética. Trata-se de uma espécie
arbustiva, com coloracéo verde-claro a verde-acinzentado, de ramos bialados. Devido
as suas semelhancas morfologicas pode ser facilmente confundida com outras
espécies que possuem a mesma denominacao popular. Embora seja muito utilizada
popularmente, poucos sdo os estudos referentes a atividade farmacoldgica e tdxica
de B. articulata. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar
microscopicamente a espécie, a fim de evidenciar marcadores botanicos que auxiliem
na diferenciacdo desta frente as demais carquejas, bem como sua caracterizacao
fitoquimica, seu potencial toxicologico e sua capacidade na terapéutica cardiovascular
como hipotensora. Foram realizadas analises de microscopia de luz, microscopia de
luz polarizada e microscopia eletronica de varredura, a fim de evidenciar marcadores
anatémicos da espécie. Analises de espectroscopia de raios x por energia dispersiva
e espectroscopia raman determinaram a composicéo e do estado de hidratacdo dos
cristais. A caracterizacao fitoquimica foi obtida através da cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas. O potencial toxicoldgico foi
avaliado através do estudo de toxicidade aguda e genotoxicidade e a avaliacdo da
atividade cardiovascular foi realizada através dos efeitos do extrato na presséo arterial
e frequéncia cardiaca, bem como a avaliacdo das vias envolvidas no efeito hipotensor.
Foram evidenciados onze morfotipos cristalinos, a saber: bipiramidal simples,
bipiramidal retangular, piramidal retangular, estiloide, cuneiforme, tabular, drusa,
cristal do tipo seta, areia cristalina arredondada, areia cristalina de estiloides e areia
tipo gravata borboleta, os quais indicaram a composi¢ao quimica elementar de oxalato
de célcio. Quanto ao tipo de hidratagdo, tanto cristais monohidratados, quanto
dihidratados foram detectados. Treze picos foram identificados na caracterizacao
fitoquimica, sendo eles o acido quinico, &cido neoclorogénico, acido clorogénico,
acido cafeico, acido 5-O-feruloilquinico, apigenina-C-pentosideo-C-hexosideo, acido
3,4-di-O-cafeoilquinico, acido 4,5-di-O-cafeoilquinico, &cido glucuronil-quilaico, acido
cafeoil-glucuronil-trihidroxioleandlico, acido acetil-cafeoil-glucuronil-
dihidroxioleandlico. Quanto a toxicidade, B. articulata ndo apresentou toxicidade na
concentracdo de 2000 mg/kg, nem mutagenicidade nas concentracdes de 30, 100 e
300 mg/kg. Frente a andlise cardiovascular, observou-se que o extrato aquoso causou
uma diminuicdo na presséao arterial dos ratos SHR. Fornecer dados adicionais aos
encontrados na literatura de B. articulata sdo de grande importancia na sisteméatica da
espécie, pois servirdo de base para estudos futuros envolvendo o grupamento das
carquejas, ou até mesmo do género Baccharis. Além disso comprovar o potencial
terapéutico da espécie pode auxiliar em pesquisas frente ao tratamento de doencas
cardiovasculares.

Palavras-chave: Anti-hipertensivo. Baccharis articulata. Carqueja. Microscopia.
Toxicologia. Cristais de oxalato de calcio.



ABSTRACT

The genus Baccharis comprises around 440 species, many of them used in folk
medicine to treat a wide variety of diseases. Baccharis articulata (Lam.) Pers.,
popularly known as carqueja, carquejinha or carqueja-doce, is used in traditional
medicine as a diuretic, digestive and antidiabetic. It is a shrubby species with a light
green to grayish-green color and bialate branches. Due to its morphological
similarities, it can be easily confused with other species that have the same popular
name of carquejas. Although it is widely used, there are few studies on the
pharmacological and toxic activity of B. articulata. The aim of this study was therefore
to evaluate the species microscopically to identify botanical markers that help
differentiate it from other carquejas, as well as its phytochemical characterization, its
toxicological potential and its capacity for cardiovascular therapy as a hypotensive.
The light microscopy, polarized light microscopy and scanning electron microscopy
analyses were carried out in order to highlight anatomical markers of the species.
Energy dispersive x-ray spectroscopy and Raman spectroscopy analyses determined
the composition and hydration state of the crystals. Phytochemical characterization
was obtained using ultra-performance liquid chromatography coupled with mass
spectrometry. The toxicological potential was assessed through acute toxicity and
genotoxicity studies and the cardiovascular activity was evaluated through the effects
of the extract on blood pressure and heart rate, as well as assessing the pathways
involved in the hypotensive effect. New morphoanatomical features were revealed,
such as the presence of eleven crystalline morphotypes, namely: bipyramidal simple,
bipyramidal rectangular, rectangular pyramidal, styloid, cuneiform, tabular, druse,
arrow-type crystal, rounded crystalline sand, styloid crystalline sand, and bow-tie sand,
which indicated the elemental chemical composition of calcium oxalate. As for the type
of hydration, both monohydrated and dihydrated crystals were detected. Thirteen
peaks were identified in the phytochemical characterization, namely: quinic acid,
neochlorogenic acid, chlorogenic acid, caffeic acid, 5-O-feruloilquinic acid, apigenin-
C-pentoside-C-hexoside, 3,4-di-O-caffeoylquinic acid, 4,5-di-O-caffeoylquinic acid,
glucuronyl-quillaic acid, caffeoyl-glucuronyl-trinydroxyoleanolic acid, acetyl-caffeoyl-
glucuronyl-dihydroxyoleanolic acid. In terms of toxicity, B. articulata did not appear to
be toxic at a concentration of 2000 mg/kg, nor did it prove to be mutagenic at
concentrations of 30, 100 and 300 mg/kg. In the cardiovascular analysis, we observed
that the aqueous extract caused a decrease in blood pressure in SHR rats. Providing
additional data to that found in the literature on B. articulata are of great importance in
the systematics of the species, as they will serve as a basis for future studies involving
the carquejas group, or even the genus Baccharis. In addition, proving the therapeutic
potential of the species could help in research into the treatment of cardiovascular
diseases.

Keywords: Antihypertensive. Baccharis articulata. Calcium oxalate crystals.
Carqueja. Microscopy. Toxicology.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais tem feito parte da evolugdo humana. Previamente
a qualquer forma de escrita, o homem ja fazia uso de plantas tanto para fins
alimenticios como terapéuticos, pois dependia disso para a sua sobrevivéncia,
principalmente das plantas medicinais para curar-se. Os Egipcios se tornaram
famosos pelos seus conhecimentos com incensos, resinas, gomas e mucilagens que
faziam parte da arte da mumificagdo (Almeida, 2011; Bonil; Bueno, 2017). A eficacia
das plantas medicinais é fato desde as mais remotas civiliza¢cdes, trata-se de uma
pratica que vem sendo passada de geracdo em geracdo como um recurso medicinal
alternativo e mais acessivel no tratamento de diversas enfermidades (Almeida, 2011;
Carneiro et al., 2014).

Ao longo da histéria, o uso terapéutico das espécies medicinais se baseou no
conhecimento intuitivo e especulativo, passando por sucessos e fracassos ao se
utilizar determinadas plantas que poderiam curar, matar, provocar dores ou até
mesmo alucinagdes, levando o homem a aprender a diferenciar espécies vegetais
benéficas, de plantas toxicas a saude, na pratica (Bonil; Bueno, 2017; Ferreira et al.,
2019; Rodrigues et al., 2020).

A utilizagdo de plantas medicinais é feita na maioria das vezes por adultos e
principalmente idosos que buscam complementar o tratamento de alguma doenca,
acreditando que as plantas sdo uma alternativa isenta de efeitos adversos, bem como
devido a fatores socioeconémicos, como o custo de medicamentos e a dificuldade de
acesso aos servigos de saude (Carneiro et al. 2014; Barbosa et al., 2023).

Essa crenca de que as plantas ja foram testadas e ndo acarretam riscos, €,
de certa forma, equivocada, pois assim como os medicamentos, o uso de plantas
medicinais deve considerar as indicacdes, doses, posologias e possiveis interacdes,
tanto com medicamentos, como com outras espécies vegetais. Devemos mensurar
até que ponto a auséncia de evidéncias de toxicidade frente ao uso popular pode
considerar uma planta como segura, pois somente a auséncia de efeitos adversos néo
deve ser considerada, levando em conta que sintomas agudos como disturbios
gastrointestinais e dermatoldgicos, muitas vezes passam desapercebidos e ndao sao
associados ao uso das plantas (Pedroza, 2023).

As observacdes populares sobre o uso e a eficacia das plantas medicinais sao

importantes pois contribuem na divulgacao e no despertar dos pesquisadores a saber
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mais sobre os efeitos benéficos e possiveis efeitos adversos, mas ndo se deve pautar
a seguranca e a eficacia apenas nessas observacdes (Maciel, et al., 2002; Carneiro
et al., 2014;).

Por muitas vezes a populacdo nao sabe que as plantas medicinais dispdem
de efeitos adversos e as utilizam mesmo sem ter certeza de sua identificagdo. A
maioria dos efeitos adversos ocorre devido a identificacdo errdbnea da espécie, o0 que
acarreta em equivocos na coleta (Oliveira Filho et al., 2023). Por se tratar de plantas
conhecidas popularmente, € comum que elas sejam identificadas de maneira errbnea,
uma vez que a nomenclatura popular ndo corresponde a nomenclatura botanica, o
gue pode acarretar intoxicacdes, ou auséncia do efeito esperado (Colet et al., 2015;
Oliveira et al., 2020; Oliveira Filho et al., 2023).

A exemplo disso temos o género Baccharis L. (Asteraceae) que abrange cerca
de 440 espécies, distribuidas desde o Canada até a regido sul da América do Sul.
Este género € de grande importancia pois suas espécies sdo muito utilizadas na
medicina tradicional. Espécies essas comumente conhecidas por vassouras, as que
apresentam caules e folhas, ou por carquejas, as que apresentam caules alados
(cladddios) e podem ou nao apresentar folhas (Heiden et al., 2019; Manfron et al.,
2021).

A utilizacdo das carquejas € muito difundida pela populacdo devido ao seu
uso medicinal como digestivo e diurético, a exemplo de Baccharis microcephala
(Less.) DC., Baccharis pentaptera (Less.) DC., Baccharis trimera (Less.) DC., entre
varias outras. Dentre as carquejas, destaca-se Baccharis articulata, popularmente
conhecida como carqueja, carquejinha, carqueja-doce, utilizada como tonica,
digestiva e diurética nas regifes do sul do Brasil, Uruguai e Argentina, enquanto no
Paraguai é utilizada como anti-hipertensiva e antidiabética (Heiden et al., 2006; Abad;
Bermejo, 2007; Fachineto; Tedesco, 2009). Trata-se de uma espécie alada, por isso
também é conhecida como carqueja e facilmente confundida a outras espécies desse
grupamento, como por exemplo com B. pentaptera, a qual no inicio do seu
crescimento apresenta-se muito similar a B. articulata. A similaridade morfologica que
as espécies do grupamento das carquejas apresentam pode trazer confusdo até
mesmo para especialistas do género. Quimicamente é composta por flavonoides e
diterpenos que apresentam efeito antioxidante e imunomodulador (Oliveira et al.,
2003; Abad; Bermejo, 2007; Manfron et al., 2021).
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Devido a dificuldade de identificacéo e falta de comprovacgdes farmacoldgicas,
estudos filogenéticos, morfoanatdmicos, quimicos e farmacolégicos tém sido
conduzidos, com o intuito de evidenciar marcadores anatbmicos que auxiliem na
identificagdo dessas espécies, evidenciar efeitos adversos, bem como a eficacia
terapéutica de modo a garantir a seguranca da utilizacdo popular dessas espécies.

Considerando a similaridade das carquejas, o seu amplo uso popular nas
comunidades da América do Sul e os escassos estudos comprobatoérios frente a
efichcia e a toxicidade dessas espécies, 0 presente estudo objetivou avaliar a
morfoanatomia, quimica e etnofarmacologia, a fim de auxiliar na identificacdo e na

avaliacao toxicologica e eficacia de B. articulata.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Fornecer caracteres microscépicos e histoquimicos de Baccharis articulata
(Lam.) Pers. que possam ser utilizados como marcadores boténicos de identificagéo
da espécie, bem como testar a toxicidade do extrato aquoso e a eficacia terapéutica

cardiovascular frente a hipertenséo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar microscopicamente os cladodios de B. articulata;

Determinar os padr6es morfoldgicos dos cristais presentes em B. articulata
por microscopia de luz, de polarizacao e eletrbnica de varredura;

Avaliar a composi¢ao quimica dos cristais por energia dispersiva de raios X;

Verificar o estado de hidratacao dos cristais por espectroscopia Raman,;

Avaliar o perfil fitoquimico do extrato aquoso de B. articulata;

Avaliar o efeito anti-hipertensivo do extrato aquoso de B. articulata;

Determinar a toxicidade e a genotoxicidade de B. articulata.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 PLANTAS MEDICINAIS

O uso das plantas medicinais remonta a histéria da civilizagdo humana, sendo
transmitido de geracdo em geracao. As plantas eram e sao utilizadas para fins
alimenticios, medicinais e cosmeéticos (Ferreira et al., 2019). Os documentos mais
antigos da historia, que relatam a utilizacdo das plantas medicinais no tratamento de
doencga, sdo os tratados da medicina chinesa, datados por volta de 3700 a.C.
Sequencialmente, no decorrer da histdria, temos os papiros egipcios, principalmente
o Papiro de Ebers, de 1500 a.C., o qual continha a descricdo de diversas espécies
vegetais utilizadas com efeito terapéutico, como por exemplo o latex do Olibano para
inflamacdes bucais, a mirra com efeito anti-inflamatorio e adstringente, ou o sandalo
como antidiarreico (Almeida, 2011; Rodrigues et al, 2020).

No Brasil, a terapia dos povos indigenas se baseava no uso de plantas
medicinais. Com a colonizacdo portuguesa os padres ficaram encarregados de
estabelecer contato e registrar a utilizacdo dessas plantas medicinais. A chegada da
familia real fez com que varios naturalistas europeus viessem a contribuir para a
documentacédo das plantas nativas e seu uso popular pelos povos indigenas (Fagg et
al., 2015; Pedroza, 2023).

O interesse na biodiversidade brasileira sempre foi muito evidente, ainda mais
por inimeras espécies serem utilizadas na medicina tradicional (Rodrigues et al.,
2020). Os boticérios fizeram uso dessa biodiversidade tratando doencas através de
produtos de origem vegetal. Eles desempenharam um trabalho muito importante na
disseminacdo das préticas terapéuticas e do conhecimento das plantas medicinais no
Brasil. Por volta de 1640, os boticarios foram reconhecidos como estabelecimentos
comerciais, em seguida, ao final do século XIX essas boticas foram substituidas por
pequenas farmécias que lidavam com as prescricbes medicamentosas e
comercializagao de medicamentos industrializados, compostos, na maioria das vezes,
por extratos vegetais (Fernandes, 2004; Pedroza, 2023).

No que se refere ao uso medicinal, os produtos de origem vegetal serviram
de base para o tratamento das mais diversas enfermidades, seja tradicionalmente ou
pela utilizacao de espécies como fonte de extracao de moléculas e formacéo de novos
farmacos. Grande parte dos farmacos empregados vieram de uma fonte natural,

sendo principalmente oriundos de plantas (Funari; Ferro, 2005).
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As acdes terapéuticas provenientes das plantas se devem aos principios
ativos nelas contidos. Quando estes sdo administrados acarretam uma resposta
fisioldgica do organismo. Esses principios ativos tém sido o foco de estudos quimicos
e farmacologicos, com o intuito de elucidar dividas em relacdo a utilizacdo dessas
plantas na terapéutica (Rocha et al., 2021).

O desenvolvimento da ciéncia e de tecnologias em saude possibilitaram que
as plantas medicinais tivessem seu valor terapéutico reconhecido, visto que as
utilizadas pela populacdo, sejam elas nas suas necessidades basicas de saude,
devendo ter sua eficacia terapéutica comprovada e complementada por estudos
toxicoldgicos. Nesse contexto, a pesquisa cientifica vem validando os saberes
tradicionais e cotidianos, mantendo vivo o saber popular, mas atrelando estudos
farmacodinamicos e toxicolégicos que avaliem a dosagem, o risco e os beneficios de
uso de espécies medicinais (Lorenzi; Matos, 2002; Pedroso et al., 2021).

Dessa forma tem crescido o interesse na comunidade cientifica, uma vez que
uma planta com uma indicacdo medicinal pode se tornar um medicamento inovador.
Através da indicacdo popular os pesquisadores dispdem de uma possivel atividade
biolégica, encurtando parte do percurso da pesquisa (Ferreira et al., 2019). Entretanto
a seguranca e a eficacia de uma planta medicinal devem ser estudadas e ressaltadas,
visto que ela pode apresentar desde efeitos benéficos, como também efeitos téxicos.
Nesse sentido tem se tornado primordial o investimento na pesquisa e
desenvolvimento de novas tecnologias, a fim de encontrar farmacos de origem vegetal
gue possuam efeito medicinal, bem como tecnologias que auxiliem na identificacéo e
diferenciagao correta das mais diversas plantas medicinais (Carvalho; Silveira, 2010).

A identificacdo correta de uma planta € um dos primeiros aspectos a ser levado
em consideracdo para que nao ocorram efeitos indesejados devido a coleta de uma
espécie similar que possa ser toxica (Oliveira Filho et al., 2023; Pedroza, 2023). Na
sabedoria comum a nomenclatura popular € muito utilizada, cada comunidade sabe
identificar suas plantas nativas, entretanto quando comparadas a comunidades
distantes sua nomenclatura popular pode mudar, onde uma mesma planta pode
acabar tendo 10 nomes distintos. Tendo em vista que a homenclatura popular muitas
vezes nao corresponde a nomenclatura botanica, a consulta a um botanico, ou um
taxonomista experiente, se faz necesséria a fim de garantir a identificacdo correta
através de uma analise minuciosa da morfologia, das estruturas da planta em questao

(Colet et al., 2015; Oliveira Filho et al., 2023). A falta de identificacdo, ou até mesmo
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a identificacéo errénea pode anular todo o trabalho, como também gerar informacdes
incorretas e conclusdes errbneas frente a eficacia e terapéutica da espécie em estudo
(Verdam et al., 2010; Colet et al., 2015).

3.2 FAMILIA ASTERACEAE

A familia Asteraceae pertence a ordem Asterales, uma das mais diferenciadas
dentro da filogenia de Angiospermas. Ela constitui uma das maiores familias de
plantas vasculares e com flores do mundo, representando cerca de 10% do total da
flora de Angiospermas, com cerca de 24.000 a 30.000 espécies (Savoldi, 2023). Sua
distribuicdo € cosmopolita, ou seja, esta presente em quase todo o mundo, exceto na
regido da Antartica (Rivero, 2020). Essa ampla distribuicdo é caracterizada pela sua
alta producéao de sementes, com uma estrutura que facilita a sua disperséo (Flores;
Toledo, 2022).

No Brasil ocorrem aproximadamente 2.100 espécies, distribuidas em 290
géneros. Estando em todas as regides do Brasil, desde a caatinga, campos de altitude,
cerrado, florestas, restingas, floresta amazonica, vegetacdo aquatica, vegetacao
sobre afloramentos rochosos. Entretanto, séo principalmente encontradas no Cerrado
e na Mata Atlantica (Roque; Teles; Nakajima, 2017; Savoldi, 2023).

E representada por arbustos, subarbustos e raramente por arvores, ou lianas.
Sdo de ambientes geralmente terrestres, mas alguns casos podem ocorrer em
ambientes aquaticos. Possuem caule geralmente cilindrico, podendo apresentar
ramos alados, os cladddios. As folhas variam de inteiras a ligeiramente dentadas,
podendo ser alternadas, verticiladas ou opostas, as quais podem possuir tricomas
tectores ou glandulares, sendo estes ultimos secretores de 0Oleos essenciais, bem
como dutos secretores presentes no tecido foliar e caulinar (Bobek et al., 2016; Budel
et al., 2018; Manfron et al., 2021). Apresentam inflorescéncias do tipo capitulo, que
sdo caracteristicas da familia, as quais podem possuir coloracédo variada e folhas
simples que chamam a atencao de polinizadores (Savoldi, 2023).

Trata-se de uma familia de grande importancia devido ao seu grande valor
comercial, desde espécies utilizadas com fins alimenticios, como a alface, Lactuca
sativa L. e o girassol, Helianthus annuus L., até mesmo espécies com fins ornamentais
como a gérbera, Gerbera sp. L. e o crisantemo, Chrysanthemum sp. L. Entretanto

essa familia também possui um valor negativo devido ao grande nimero de espécies



22

consideradas como daninhas, as quais sao consideradas agressivas em ambientes
com lavoura, como € o caso do picao-preto, Bidens pilosa L. e da mio-mio Baccharis
coridifolia DC. (Ferreira, 2023).

3.3 GENERO Baccharis L.

O género Baccharis compreende um dos maiores géneros da familia
Asteraceae, com aproximadamente 440 espécies as quais estdo distribuidas nas
regibes das Américas, desde o Canada até a regidao sul da América do Sul,
constituindo numerosas formacdes vegetais, principalmente na América do Sul, com
cerca de 90% de ocorréncia (Budel et al., 2005; Frade 2020). Os principais centros de
diversidades do género se encontram nas regides dos Andes e nas regibes
montanhosas do Uruguai, sudeste do Brasil e leste do Paraguai. A grande
concentracdo de espécies na regido do Brasil e dos Andes é indicativa de que esta
area seja o provavel centro de origem do género. No Brasil ocorrem 179 espécies
distribuidas em quase todos os estados do pais, exceto Amapé (Budel et al., 2005;
Muller, 2006; Heiden et al., 2019; Reflora, 2019).

A maior parte das espécies do género tem porte arbustivo, variando de 0,5 a
4 m de altura, sdo espécies geralmente ramificadas, com o caule e ramos cilindricos,
podendo variar de afilos (folhas atrofiadas) ou folhosos. Quando ha presenca de
folhas, estas sdo geralmente alternadas e variaveis na forma e tamanho, com texturas
papiraceas (espessura mediana), membranaceas (mais finas, lembrando a
consisténcia de uma membrana), ou coriaceas (espessas, rigidas, mas flexiveis
lembrando a consisténcia de couro), quanto a nervura podem ser de uninérveas (com
uma nervura visivel) a trinérveas (com trés nervuras principais) ou ainda peninérveas
(nervuras ramificadas partindo de uma nervura central mais espessa). Além disso, as
folnas podem ser glabras (sem presenca de tricomas) ou pilosas (com tricomas)
(Barroso; Bueno, 2002; Lorenzi; Matos, 2002).

A importancia do género esta caracterizada economicamente por sua
utilizacdo na medicina tradicional no tratamento de diversas enfermidades, como
distarbios gastrointestinais, dores musculares, anemia, reumatismo, diabetes,
resfriados, dentre outras (Burgos et al., 2020). No combate a eroséo, na utilizacédo
ocasional como plantas ornamentais, bem como importancia ecoldgica na formacao

de habitats para diferentes espécies de insetos, além de ser uma das principais fontes
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botanicas para a producéo de propolis, a exemplo de Baccharis dracunculifolia DC.,
principal origem botéanica da propolis verde. Todavia, algumas espécies podem ser
vistas como pragas por causarem intoxicacdo ao gado e serem de dificil eliminacéo
das pastagens reduzindo a area disponivel para forrageamento do gado (Budel et al.,
2005; Panis, 2008; Sforcin et al, 2012; Ferreira, 2023).

3.4 Baccharis articulata (Lam.) Pers.

Encontrada principalmente em terrenos secos e pedregosos, ocorrendo de
forma rara em ambientes como bordas de matas e rios, B. articulata é popularmente
conhecida como carqueja, carquejinha e carqueja-doce. E encontrada principalmente
nas regides da Argentina, Bolivia, Paraguai, Uruguai e nas regifes sul e sudeste do
Brasil (Figura 1 b). E utilizada popularmente no tratamento digestivo e como diurética
nas regides do sul do Brasil e Uruguai (Abad; Bermejo, 2007, Heiden et al., 2009). Na
Argentina acredita-se que tenha atividade no tratamento da impoténcia sexual
masculina e na esterilidade feminina. J& no Paraguai é utilizada como antidiabética e
anti-hipertensiva (Fachineto; Tedesco, 2009; Garlet, 2019). Além desses, B. articulata
possui outros usos, como tonica, antifebril e no combate de dispepsias atbnicas,
debilidade orgéanica e anemia (Fachineto; Tedesco, 2009).

Apesar de sua vasta utilizagdo popular ndo existem evidéncias cientificas que
sejam robustas e validem doses e uma utilizagdo segura sem efeitos adversos. O que
se sabe é que sua utilizacdo pode acarretar contracdes uterinas, ndo sendo indicada
para mulheres gravidas. Deve se evitar no caso de pacientes que fazem uso de
medicamentos para hipertenséo e diabetes, pois a utilizacdo concomitante com o chi
de B. articulata pode ocasionar em hipotensédo ou hipoglicemia (Garlet, 2019; Rio
Grande do Sul, 2022).

Trata-se de uma espécie arbustiva, de caules e ramos eretos, com coloracdo
de verde-clara a verde-acinzentada, tendo seus ramos bialados, escamiformes e
obtusos (Figura 1 a, c). (Heiden et al., 2009). Por possuir grande similaridade a outras
espécies de Baccharis contidas no grupamento das carquejas, pode ser facilmente
confundida com outras espécies assim conhecidas, como € o caso da B. pentaptera
gque possui cerca de 5 alas na base, 3 alas na regido medial da planta e 2 alas nas
extremidades, entretanto, esta quando esta em fase de crescimento apresenta-se

bialada, o que acarreta a facil confuséo.
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FIGURA 1 — Morfologia e distribui¢@o brasileira de B. articulata

Fonte: Heiden, G. Baccharis in Flora e Funga do Brasil. Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Disponivel
em: <https://floradobrasil.jbrj.gov.br/FB5158>.

Notas: Baccharis articulata no seu habitat natural (a); distribuicdo geogréfica no Brasil (b);
representacao ilustrativa de B. articulata (c).

Quimicamente possui principalmente flavonoides e diterpenos, compostos
estes que tém demonstrado promissoras atividades antioxidantes e

imunomodulatérias (Oliveira et al., 2003). Estudos farmacoldgicos comprovaram
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potencial atividade antidiabética com papel anti-hiperglicémico e secretagogo de
insulina (Kappel et al., 2012). Seus extratos etanolicos apresentam atividade antiviral
na inibicdo da infectabilidade do virus Vero Cells-pseudorabeis e atividade

antimicrobiana frente a Helicobacter pylori (Garlet, 2019).



4 MATERIAL E METODOS

FIGURA 2 — Fluxograma dos materiais e métodos aplicados em B. articulata
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4.1 AVALIACAO MICROSCOPICA
4.1.1 Material Vegetal

Foram coletadas partes vegetativas aéreas de B. articulata em novembro de
2009 na regidao de Turucu, Rio Grande do Sul e depositadas no Herbario Clima
Temperado da EMBRAPA, sob o nimero de registro ECT 154, e em junho de 2022
na regido Metropolitana de Curitiba e depositadas no Herbario da Universidade
Estadual de Ponta Grossa (UEPG), sob o nimero de registro HUPG 20595. O acesso
ao patrimoénio genético foi autorizado e licenciado pelo Sistema Nacional de Gestéao
do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) e
encontra-se sob o cédigo AFEEC2B.

Apos a coleta, os cladédios foram fixados em solugdo de FAA 70 (aldeido
férmico, acido acético e alcool 70) por um periodo de trés dias, lavado com agua e
estocado em alcool 70% para armazenamento e conservacado (Johansen, 1940;
Berlyn; Miksche, 1976).

4.1.2 Microscopia de Luz (ML)

Seccdes transversais dos cladodios de B. articulata foram submetidas a
coloracédo de azul de Astra e fucsina basica (Kraus et al., 1998), azul de toluidina
(O’Brien et al., 1964), cloreto férrico (5%) e floroglucina cloridrica (Johansen, 1940),
acondicionadas em lamina de vidro com glicerina 50% (Berlyn; Miksche, 1976),

cobertos por laminula e esmaltados com base transparente para lutagem.

4.1.3 Microscopia de Luz Polarizada (LP)

As amostras foram mantidas em solugdo de hipoclorito de sodio por um
periodo de 12 h, ou até que ficassem translicidas. Em seguida, foram lavadas por
seis vezes com agua destilada, neutralizadas com acido acético 5% (Shobe; Lersten,
1967) e coradas com safranina. A montagem das laminas foi feita com glicerina 50%
e as fotomicrografias foram realizadas por meio de um microscopio polarizado Nikon
E600 POL equipado com sistema de camera Nikon DSFiv e software de imagem Nikon
Elements, do National Center of Natural Products Research (NCNPR), da
Universidade do Mississipi, Oxford, USA
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4.1.4 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As seccOes transversais realizadas para a MEV foram acondicionadas em
suportes metalicos, submetidas a metalizacdo em ouro (Souza, 1998), no
equipamento Quorum SC 7620 e analisadas em alto vacuo pelo equipamento Mira 3
Teskan, localizado no Complexo de Laboratério de Multiusuarios (C-LABMU) da
UEPG.

4.1.5 Espectroscopia de Raios X por Energia Dispersiva (EDS)

As analises referentes a composi¢cdo quimica elementar dos cristais foram
realizadas por meio de EDS, conduzidas em células contendo cristais e em células
vazias para controle (Machado et al., 2019). As amostras foram submetidas a um
detector de raios-X acoplado ao MEV mantido nas mesmas condi¢cdes operacionais

utilizadas para a captura das eletromicrografias.

4.1.6 Espectroscopia Raman (ER)

O estado de hidratagdo dos cristais foi observado através de um
espectrometro LabRAM HR Evolution da Horiba, com um laser de excitagdo com
comprimento de onda de 785 nm, grade de 300 linhas/mm, detector Synapse,
acoplado a um microscépio 6tico, localizado no laboratério de nanofoténica e imagens
da Universidade Federal de Alagoas (UFAL). Para cada medida foram realizadas 30
médias, com tempo de exposi¢édo de 15 s, na faixa de 100 a 1600 cm™ (Edwards et
al., 1992; Frost, 2004; Shippey, 1980).

4.2 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

A andlise foi realizada com cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC;
Acquity, Waters) acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo (HR-MS;
Xevo, Waters). A separacao cromatografica foi realizada usando um dispositivo BEH
C18 (Waters; 100 x 2,1 mm, tamanho de particula de 1,7 ym) a 40 °C com um

gradiente de solvente composto de agua ultrapura (MilliQ- Millipore) e acetonitrila
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(Merck-Sigma) que foram acidificadas com 0,1% de acido formico. O gradiente foi
desenvolvido a 400 yL/min, com uma proporc¢ao inicial de 95:5 (v/v, agua:acetonitrila).
Isso foi mantido por 1 minuto e, em seguida, a concentracdo de acetonitrila foi
aumentada para 30% em 7 minutos e depois para 95% em 15 minutos. A proporcao
inicial foi retornada em 16 minutos, com um periodo de reequilibrio de 2 minutos
(Souza, et al. 2019). Durante a caracterizacao fitoquimica os compostos foram
detectados no ion negativo e positivo no modo centroide MSe.

A espectrometria de massas foi realizada em uma temperatura de fonte de 150
°C e temperatura de dessolvatacao de 350 °C. O nitrogénio foi usado a uma taxa de
fluxo de 50 L/h no cone e 500 L/h para dessolvatacdo da amostra. A configuracdo de
energia no modo de ions positivos foi de 3 kV no capilar, 30 V no cone e 60 V no
deslocamento da fonte. Para ions negativos, a configuracéo foi de 3 kV, 40V e 80V,
respectivamente. A massa foi escaneada em uma faixa de 100 a 1400 m/z e a
configuracdo da energia de fragmentacéao foi de 30 a 50 V. A calibracdo de massa foi
realizada pela coinjecéo de leu-encefalina como padréo (m/z 556,2771, 278,1141 [M]+
e m/z 554,2615, 236,1035 [M]-).

4.3 AVALIACAO FARMACOLOGICA

4.3.1 Medicamentos, Sais e Soluc¢des Utilizados

A heparina foi comprada da Hipolabor em Belo Horizonte, MG, Brasil. A xilazina
e o0 cloridrato de cetamina foram obtidos da Syntec em S&o Paulo, SP, Brasil. O
inibidor da guanilil ciclase azul de metileno, o inibidor da adenilato ciclase 2',5-
dideoxiadenosina (DDa), o inibidor da ciclooxigenase indometacina, o bloqueador nao
seletivo do canal de K+ sensivel ao calcio tetraetilaménio (TEA) e o inibidor néo
seletivo da oxido nitrico sintetase (NO) Nw-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) foram
obtidos da Sigma-Aldrich em St. Louis, MO, Estados Unidos.

4.3.2 Preparo do Extrato Aquoso

Partes vegetativas aéreas secas e fragmentadas da espécie foram
submetidas ao processo de extracao por infusdo, onde a cada 100 g de B. articulata
foi acrescido 1 L de agua fervente, conforme preconizado pelo uso popular (Lorenzi;

Matos, 2008). A extracao foi realizada até que infuséo atingisse temperatura ambiente.
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Em seguida, realizou-se a separacdo do extrato por filtracdo, o qual foi tratado com
etanol P.A. na proporcéo de (1:3) a fim de que as proteinas e polissacarideos fossem
precipitados, proporcionando o0 sobrenadante etandlico do infuso, o qual foi
rotaevaporado em evaporador rotatorio, em seguida liofilizado e armazenado em
freezer para conservacao e até a realizacdo das analises (Klinder, 2009). O extrato
final utilizado na administracdo e realizacdo dos experimentos, sera chamado de

extrato aquoso de B. articulata (EABA).

4.3.3 Animais

Para o estudo de toxicidade e genotoxicidade foram utilizados ratos (Rattus
norvegicus) da variedade Wistar, fémeas, com idade de 14 semanas. Para a avaliagao
do efeito anti-hipertensivo do extrato aquoso de B. articulata foram utilizados ratos
espontaneamente hipertensos (SHR), machos, pesando entre 310 e 340 g. Todos 0s
animais foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade Federal da Grande
Dourados (UFGD). Previamente ao inicio dos estudos, todos foram testados de
acordo com as recomendac¢des da Federation of European Laboratory Animal Science
Association (FELASA) e estavam completamente livres dos microrganismos
patogénicos listados (Nicklas et al., 2002). Até a realizagdo dos experimentos, 0s
animais tiveram livre acesso a racao e agua. A temperatura ambiente foi mantida em
22 + 2° C, com ciclo claro/escuro de 12 h. O numero de animais por grupo foi de 6
(seis) individuos. Este namero foi estimado com base em protocolos reconhecidos
internacionalmente por diferentes agéncias reguladoras (OECD, 2001; ANVISA,
2013). Todos os procedimentos foram previamente submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal da Grande Dourados
(Licenca numero 07/2020).

4.3.4 Estudo de Toxicidade de Dose Unica (Toxicidade Aguda)

A toxicidade de dose Uunica (aguda) foi realizada de acordo com os
procedimentos recomendados pela OECD (2001) e ANVISA (2013). Apds um periodo
de jejum de 6 h, o peso corporal dos animais foi determinado. Uma Unica dose do
EABA (2000 mg/kg) foi administrada pela via oral com auxilio de uma sonda de

gavagem. Outro grupo de ratas foi tratada com o veiculo (agua filtrada; 5 mL/kg) e
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foram considerados como grupo controle. A alimentacéo foi fornecida aos animais
cerca de uma hora apos os tratamentos. Os animais foram cuidadosamente
observados quanto a quaisquer indicios de toxicidade dentro das primeiras oito horas
apos o tratamento, e diariamente durante um periodo de 14 dias. No 15° dia todos os
animais foram eutanasiados por aprofundamento anestésico (2-3% de isoflurano)
seguido de decapitacdo (exsanguinacdo) em guilhotina. As investigacdes
anatomopatoldgicas foram realizadas no 15° dia apdés os tratamentos (Gasparotto
Junior et al., 2009).

4.3.4.1 Observacdes clinicas

Todos os animais foram pesados diariamente e as observagdes quanto a
mortalidade, fraqueza, agressividade, padrdo de alimentacdo, consumo de agua,
diarreia, salivacéo, alteracdes visuais e auditivas, respiracao, lesées cutaneas, dor,
mudancas na atividade locomotora, convulsdes, coma ou quaisquer sinais de
alteracdo comportamental foram cuidadosamente monitorados durante todo o periodo
experimental (Malone; Robichaud, 1962). O peso corporal final foi registrado (para

cada animal) no dia da eutanasia para o calculo do peso relativo de 6rgaos.

4.3.4.2 Analise macroscopica e peso relativo dos 6rgaos

Os orgaos vitais como o0s rins, o baco e o figado foram autopsiados e
macroscopicamente examinados visando identificar quaisquer lesdes ou
anormalidades. O peso corporal e o peso absoluto dos 6rgdos alvo de todos os
animais dos diferentes grupos experimentais foram determinados e registados. O

peso relativo dos 6rgaos de cada animal foi calculado através da seguinte equacao:

(peso absoluto do 6rgédo) x 100

(peso corporal absoluto no dia da eutandsia)

4.3.4.3 Analise histopatologica de 6rgaos vitais

Todos os 6rgdos vitais (rins, baco e figado) isolados a partir de cada um dos

animais foram fixados em formalina (10%; v/v), rotineiramente processados e
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embebidos em parafina. Secgcdes de espessura de 5,0 ym foram cortadas utilizando
um micrétomo rotativo, fixado em laminas de vidro e coradas com hematoxilina e
eosina para o exame histolégico. As laminas foram analisadas por um patologista
veterinario credenciado utilizando um microscépio O6ptico (Olympus Optical Co.,
Toquio, Japao) acoplado a uma camera e a um software de captura de imagem. As
amostras foram analisadas quanto a mudancas estruturais gerais, alteracfes

degenerativas, evidéncias de necrose e sinais de inflamacao.

4.3.5 Estudo de Genotoxicidade em Ratos

4.3.5.1 Teste do micronucleo

Para a realizag&o do teste do micronucleo, diferentes grupos de ratos fémeas
(n = 6) receberam, pela via oral, trés doses do EABA (30, 100 e 300 mg/kg), uma vez
ao dia, por dois dias. O grupo controle negativo recebeu o veiculo por gavagem. O
controle positivo foi tratado com ciclofosfamida monohidratada (20 mg/kg — Sigma-
Aldrich) pela via intraperitoneal (em dose Unica).

Apos 24 (ciclofosfamida) e 48 h (EABA e veiculo) do término dos tratamentos,
0s animais foram eutanasiados por decapitacdo (SCHMID, 1976). Os fémures foram
removidos, a epifise proximal foi retirada para expor o canal medular e, com o auxilio
de uma agulha 13 x 4,5 mm e 3 mL de solugédo de NaCl (150 mM), a medula foi
retirada, lavando-se o canal medular com solucéo de NaCl. O material foi transferido
para tubos de vidro e centrifugados a 1000 rpm/5 min. Apés a centrifugacéo,
descartou-se o0 sobrenadante, e o sedimento foi ressuspenso com solucdo de
formaldeido 4% e levemente homogeneizado com o auxilio de uma pipeta Pasteur.

Uma gota desta suspenséao celular foi colocada em uma lamina limpa e seca,
e depois, realizou-se o esfregaco. As laminas foram secas a temperatura ambiente e,
apos 24 h, coradas com Leishman eosina-azul de metileno e submetidas a anélise
microscopica. Para determinacéo do numero de microndcleos foram contados 2000
eritrocitos policromaticos por animal (1000 em cada lamina) utilizando-se microscopio
Optico, no aumento de 400x. A andlise das laminas foi cega e realizada por um Unico

avaliador (Gasparotto Junior, et al., 2009).
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4.3.5.2 Ensaio cometa

A realizagdo do ensaio cometa seguiu 0s mesmos procedimentos de
separacdo dos grupos de ratos fémeas, bem como o mesmo procedimento de
administracdo do EABA, pela via oral, nas mesmas dosagens (30, 100 e 300 mg/kg),
uma vez ao dia, por dois dias. O grupo controle negativo e o controle positivo recebeu
0 mesmo tratamento citado no teste do microndcleo anteriormente. Apos 24 h para o
controle positivo e 48 h para o EABA e o controle negativo, do término dos
tratamentos, foram coletadas amostras de sangue periférico por decapitacao (Schmid,
1976).

A obtencao das laminas com as células corridas em gel de eletroforese para
a avaliacdo de danos ao DNA foi realizada de acordo com a técnica descrita por
Klaude et al. (1996). Um total de 10 pL da suspenséao celular obtida pela mistura com
120 yL de agarose LMP 5% a 37 °C, foi depositada sobre uma lamina pré-coberta
com agarose normal (1,5%) e levada para refrigeracédo a 4 °C por 10 min (cobertas
com laminula) para endurecimento da agarose. Apds a adi¢do das células na lamina
foi evitada a exposicéo a luz direta (irradiacdo) para prevencao de danos adicionais
no DNA. As laminulas foram retiradas cuidadosamente e as laminas acondicionadas
na solucao de lise em refrigerador (4 °C) durante 1 h. Apds o tempo da lise, as laminas
foram removidas e colocadas na cuba horizontal de eletroforese, o tampéao alcalino de
eletroforese foi adicionado de modo a cobrir as mesmas, em seguida a cuba foi
mergulhada em um recipiente com gelo (4 °C), durante 25 min para desnaturacdo do
DNA. Entao, foi iniciada a corrida de eletroforese com 25 volts e 300 mA. O tempo de
corrida foi de aproximadamente 25 min. Apos eletroforese as laminas foram retiradas
e neutralizadas com 5 mL de solucdo tampé&o durante 5 min, este procedimento foi
repetido mais duas vezes. ApOs a secagem as laminas, estas foram fixadas com
etanol durante 5 min e estocadas na geladeira até a andlise. Para analise, as laminas
foram coradas com 100 pL de brometo de etidio, cobertas com laminula, e analisadas
apos aproximadamente 5 min. Para visualizacdo dos danos ao DNA, as laminas foram
observadas em aumento de 400x usando microscopio de fluorescéncia equipado com
filtro de excitagdo de 515-560 nm e um filtro de barreira de 590 nm. Foram analisadas
100 células de cada animal.



34

4.3.5.3 Teste AMES

Para o teste de AMES foram utilizadas as linhagens TA 100 e TA 98 de
Salmonella typhimurium. A linhagem TA 100, que detecta mutagénicos causadores
da substituicdo de pares de bases no DNA, contém uma mutacdo no gene hisG
(hisG46), que codifica para a primeira enzima da biossintese da histidina, tendo o par
CG como ponto preferencial para a reversado. A cepa TA 98 apresenta mutagao no
gene hisD para a reversao oito residuos repetitivos de GC e detecta compostos
mutagénicos que causam deslocamento do quadro de leitura do DNA.

De acordo com a metodologia de incorporacéo direta em placas, desenvolvida
por Maron e Ames (1983), diferentes concentracées do EABA (375, 250, 125 e 62,5
Mg/placa) foram misturados a 0,1 mL da cultura de bactérias e 2 mL de agar superficie
(top agar), suplementado com tragcos de histidina e biotina. Para os ensaios com
ativacdo metabdlica, foram adicionados também 0,5 mL da fracdo microssomal S9
homogeneizada de figado de rato (fracdo pds-mitocondrial, suplementada com um
cofator, preparada a partir de figado de roedores tratados com um agente indutor
enzimatico, arocloror 1254) (MOLTOX — Molecular Toxicology, USA). Como controle
negativo foi utilizado a agua bidestilada (veiculo). Utilizou-se como controle positivo
para a TA98, a 4-nirofenilenodiamina (NPD) dissolvida em DMSO, numa concentragao
de 10 pg/placa. Para a cepa TA100, utilizou-se azida sdédica, dissolvida em agua
bidestilada, numa concentragcdo de 1,25 ug/placa, em ensaios sem ativagao
metabdlica. Nos ensaios com ativacdo metabdlica foi usada 2-antramina (2-ANTR)
como mutageno, numa concentracao de 3 ug/placa para TA100 e TA98.

O contetido de cada tubo foi levemente homogeneizado e vertido sobre a
superficie de uma placa contendo agar minimo glicosilado. Apés a solidificacao do top
agar, as placas foram incubadas por 48 h, a 37 °C. Apés esse periodo, procedeu-se
a contagem do namero de coldnias revertentes por placa. O ensaio foi realizado em

triplicata.
4.3.6 Avaliacao dos Efeitos do Extrato na Presséo Arterial e na Frequéncia Cardiaca
Para avaliar os efeitos agudos do extrato aquoso de B. articulata (EABA), ratos

SHR machos (n = 6) foram anestesiados por meio de injecdo intramuscular de

cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20 mg/kg), com doses adicionais administradas em
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intervalos de 45 a 60 minutos. Além disso, uma Unica injecao intraperitoneal de
heparina (50 Ul) administrada. Traqueostomias foram realizadas para permitir a
respiracéo natural dos animais.

A artéria carotida esquerda foi canulada e conectada a um transdutor de
pressao, ligado ao software Chart 4.1 do sistema de registro PowerLab (ADI
Instruments, Castle Hill, Australia), para registrar a presséo arterial sistolica (PAS),
pressdo arterial diastolica (PAD), pressdo arterial média (PAM) e a frequéncia
cardiaca (FC). Apos esse procedimento, diferentes grupos de ratos (n = 6) receberam
EABA nas concentra¢des de 30, 100 ou 300 mg/kg, ou receberam hidroclorotiazida
25 mg/kg por via intraduodenal. O grupo controle recebeu a administracao
intraduodenal de uma solucéo salina a 0,9%, em um volume constante de 100 pL por
100g de peso corporal. As alteragfes na presséo arterial (PA) e na frequéncia cardiaca
foram registradas durante 35 minutos ap@s os tratamentos.

Para avaliacdo dos efeitos anti-hipertensivos apos o tratamento prolongado,
diferentes grupos de ratos (n = 6) foram tratados por via oral uma vez ao dia com
EABA nas concentracdes de 30, 100 ou 300 mg/kg, hidroclorotiazida 25 mg/kg ou por
um veiculo, no caso agua filtrada 100 pg para cada 100 g de peso corporal, pelo
periodo de 7 dias. No oitavo dia os ratos foram anestesiados e submetidos ao mesmo
protocolo cirdrgico descrito anteriormente. As alteragbes na PA e na FC foram
registradas por 35 minutos.

Tanto no tratamento agudo, quanto no tratamento prolongado, cada rato
recebeu apenas uma das substancias em estudo. Ao final dos experimentos, os ratos

foram sacrificados com uma overdose de isoflurano.

4.3.6.1 Avaliagdo das vias envolvidas nos efeitos hipotensivos do EABA

A veia femoral esquerda foi canulada em diferentes grupos de ratos SHR (n =
6) e conectada a uma bomba de infusédo (EFF 311, Insight, Ribeirdo Preto, Brasil). Em
seguida foi infundido continuamente L-NAME 7 mg/kg/min ou azul de metileno 150
nmol/kg/min ou administrados uma Unica injecdo de DDA 0,1 mg/kg, indometacina 3
mg/kg ou TEA 400 pmol/kg por via intraperitoneal. Em seguida, foi injetado EABA 30
mg/kg no intestino delgado e avaliada a presséao arterial.

O volume total injetado nos animais durante o periodo de infusédo foi de 1.000

ML.
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4.3.7 Andalise Estatistica

Para os testes de toxicidade e genotoxicidade os resultados estdo expressos
como a média + erro padrdo ou desvio padrdo da meédia (teste de AMES) de cada
grupo experimental. A andlise estatistica foi realizada por andlise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Dunnett’s. Um valor de p inferior a 0,05 foi considerado
estatisticamente significante. Foram calculadas, também, as razdes de
mutagenicidade para cada dose analisada, que € a média do numero de revertentes
na placa teste dividida pela média do nimero de revertentes por placa do controle
negativo. A amostra é considerada positiva quando a razdo de mutagenicidade for
maior ou igual a 2, em pelo menos uma das doses testadas e, quando houver uma
relacdo dose-resposta igual a 2, em pelo menos uma das doses testadas e, quando
houver uma relacdo dose-resposta entre as concentracdes testadas e o numero de
revertentes induzidos. Para as andlises da atividade hipotensora, a estatistica foi
realizada por meio da andlise de variancia (ANOVA) unidirecional, seguida pelo teste
post hoc de Bonferroni. Os resultados sao apresentados como a média + erro padrao
da média (SEM).

Os graficos foram construidos e a andlise estatistica foi realizada utilizando o
programa GraphPad Prism versao 9.4.1. para mac-OS (GraphPad Software, Inc., La
Jolla, CA, USA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 AVALIACAO MICROSCOPICA DE Baccharis articulata

5.1.1 Descricdo Anatbmica

Anatomicamente, os cladddios de B. articulata apresentam, em vista frontal,
células epidérmicas com parede anticlinal espessa (Figura 3 a) e estdbmatos
anomociticos (Figura 3 b).

Em seccao transversal, a epiderme das alas € unisseriada e revestida por
cuticula estriada e delgada. Tufos de tricomas glandulares bisseriados, contendo
drusas nas células apicais sdo observados em pequenas depressfes na epiderme
(Figura 3 c e 5 f). A organizacdo dos parénquimas fotossintetizantes se apresenta
isobilateral, com cerca de trés camadas de parénquima palicaddico e duas camadas
de paréngquima esponjoso (Figura 3 d, g). Feixes vasculares colaterais de pequeno
porte estdo mergulhados no parénquima esponjoso (Figura 3 d). Nos bordos das alas
encontra-se um feixe vascular, envolto por uma bainha parenquimatica, com uma
calota de fibras perivasculares apostas ao floema (Figura 3 e, h).

O eixo dos cladodios apresenta formato ovalado (Figura 4 a, d) e podem ser
observados corddes de clorénquima subjacentes ao tecido de revestimento. Cerca de
guatro a cinco feixes vasculares com calotas de fibras perivasculares encontram-se
distribuidos ao entorno do eixo (Figura 4 b, c, e, f). Dutos secretores, contendo material
lipofilico, podem ser observados tanto nas alas, quanto no eixo dos cladddios (Figura
3f,i; Figura 4 b, c, f).

Estas descricdes vao de encontro ao descrito por Budel (2003). Entretanto
quando comparada a descricdo morfoanatdmica de Siqueira et al. (1988), observa-se
algumas discrepancias, pois este cita a presenca de estdbmatos em face abaxial, visto
gue B. articulata possui cladddios, os quais sédo considerados como caules alados, e
ndo folhas, ndo ha a possibilidade de identificar essa presenca de estdmatos em

faces, pois no caule ndo temos essa diferenciagéo.
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FIGURA 3 — Caracteres anatdbmicos observados nas alas dos cladédios de B. articulata

Fonte: A autora

Notas: Vista Frontal (a-b) e Sec¢éo Transversal (ST) dos cladddios de B. articulata (c-i) [LP (a-c); Azul
de toluidina (d-f); Cloreto férrico (g-i)] [pa — parede anticlinal espessa; ea — estbmato
anomocitico; tg — tufos de tricomas glandulares; fv — feixe vascular; pp — parénquima pali¢cadico,

fp — fibras perivasculares; bp — bainha parenquimética; dt — duto secretor; pe — parénquima
esponjoso].
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FIGURA 4 — Caracteres anatdbmicos observados no eixo dos cladddios de B. articulata

Fonte: A autora
Notas: ST dos cladddios de B. articulata (a-f) [Azul de toluidina (a-c); Floroglucina (d-f)] [dt — duto
secretor, cl — corddo de clorénquima, fp — fibras perivasculares, fv — feixe vascular].

Existe uma grande confusdo na identificagdo das espécies do género
Baccharis até mesmo por especialistas, principalmente no grupamento das carquejas,
pois tratam-se de espécies morfologicamente e anatomicamente similares (Budel et
al., 2004; Ming, 2022). Em literatura recente, Manfron et al. (2021) evidenciaram o0s
caracteres microscopicos e destacaram os tipos de tricomas e os estdbmatos como
marcadores anatdmicos para as carquejas, contudo destacaram a importancia de se
determinar caracteres adicionais, a exemplo de morfotipos cristalinos, além de testes
microquimicos. Por conta disso o desenvolvimento de estudos sobre o género é de
grande valia, pois quanto mais marcadores anatbmicos descritos, melhor sera a

diferenciacdo dessas espécies.
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Vale ressaltar que com o passar dos anos técnicas e equipamentos surgiram
para auxiliar ainda mais na descricdo morfoanatbmica das espécies, como é 0 caso
das colorac@es histoquimicas, microscopia de luz polarizada e microscopia eletronica

de varredura.

5.1.2 Avaliacéo dos Cristais Presentes em B. articulata

Diversas espécies de plantas produzem uma variedade de estruturas
mineralizadas, formadas a partir de suas células. Essas estruturas sdo denominadas
como cristais inorganicos, os quais podem apresentar as mais diversas formas, bem
como diferentes composicfes e até mesmo diferentes estados de hidratacao
(Franseschi; Horner, 1980; Konyar et al., 2014; Capacio; Belonias, 2018).

A forma e a localizacdo desses cristais dentro de uma determinada espécie
sdo frequentes e especificas, podendo, esses cristais, serem utilizados como
marcadores anatdbmicos de uma espécie, de uma sec¢ao ou até mesmo de um género
(Franceschi; Nakata, 2005; He et al., 2012).

5.1.2.1 Caracterizacdo morfologica

Os cristais vegetais apresentam uma variedade de morfologias, entretanto
compreender a estrutura e o polimorfismo dos cristais € algo desafiador, visto que a
forma cristalografica € determinada através de comparacfes dos angulos, retas e
formatos encontrados, fazendo com que termos técnicos e nao técnicos sejam
aplicados e na maioria das vezes ndo haja uma descricdo convencional aplicada (Al-
Rais et al., 1971; Franceschi; Horner, 1980; Webb, 1990; Zaho et al., 2016).

Até pouco tempo os cristais eram classificados em cinco grupos principais
com base na sua morfologia, sendo eles prismas, estiloides, rafides, drusas e areia
cristalina. Atualmente novos formatos tém sido descritos mais detalhadamente com
base na estrutura geomeétrica encontrada sendo eles cristais bipiramidais, cuneiforme
piramidais, tabulares (romboidais) e tipo seta (Franceschi; Nakata, 2005; Raman et
al., 2014; Silva et al., 2014; Sun et al., 2015; Webb, 1999).
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5.1.2.1.1 Cristais prismaticos

Antigamente eram tidos como todos os cristais que abrangiam formas
prismaticas regulares, sem uma definicho mais aprofundada (Webb, 1999).
Atualmente podemos separar 0s cristais prismaticos de acordo com a base que eles
apresentam.

Prismas sao poliedros formados por duas faces congruentes, ou seja, que
apresentam a mesma forma e tamanho, contidas em planos paralelos, rodeadas por
paralelogramos, chamados de faces laterais (Dolce; Pompeo, 2013). A classificacao
dos prismas é dada conforme o nimero de arestas da base, podendo ser triangular,
ou trigonal, quando a base é um triangulo, quadrangular quando a base € um
quadrado, pentagonal quando a base € um pentagono, hexagonal quando a base é
um hexagono (Figura 5 a-d). A classificacdo do prisma sera conforme o formato da
base (Pinho et al., 2010; Machado, 2013).

FIGURA 5 — Exemplo esquemético de prismas
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Fonte: A autora
Notas: Prisma triangular (a); prisma quadrangular (b); prisma pentagonal (c); prisma hexagonal (d).
[ar — aresta; ba — base; fl — face lateral].
De uma forma geral os cristais prismaticos ja foram observados em grande
parte de plantas, a exemplo de Theobroma cacao L. (Mendes, 2010) e Triphasia trifolia

(Burm. F.) P. Wilson (Soares et al., 2022).
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5.1.2.1.2 Cristais estiloides
S&o cristais comumente encontrados em plantas. Apresentam-se como
alongados, com as extremidades pontiagudas em vista frontal, ou truncados, quando

vistos pela face lateral (Figura 6 a, b) (Franceschi; Horner, 1980; Raman et al., 2014).

FIGURA 6 — Exemplo esquemético de cristal estiloide

Fonte: A autora
Notas: Cristal estiloide vista lateral (a); cristal estiloide vista frontal (b).

5.1.2.1.3 Cristais réafides
Normalmente ocorrem em feixes de muitos cristais, 0os quais se assemelham
a agulhas, devido a sua espessura (Figura 7) (Aguiar; Veiga Janior, 2021; Franceschi;

Horner, 1980).

FIGURA 7 — Exemplo esquemaético de réafide
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Fonte: A autora
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5.1.2.1.4 Cristais drusas

Sédo agregados esféricos de cristais (Figura 8), formados nos idioblastos
cristalinos que possuem como caracteristica membranas que irradiam em torno de um
nucleo central onde é formado o agregado esférico que originara a drusa (Francschi;

Horner, 1980; Webb, 1999; Aguiar; Veiga Junior, 2021).

FIGURA 8 — Exemplo esquemético de drusa
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Fonte: A autora

5.1.2.1.5 Areia cristalina

Trata-se de uma massa de muitos pequenos cristais individualizados, dentro
de uma unica célula, os quais podem apresentar diversos formatos (Figura 9 a-d)
(Franceschi; Horner, 1980; Silva et al.,, 2014). Os tamanhos podem variar, mas

geralmente séo inferiores a 3 um e ndo passam de 5 um.

FIGURA 9 — Exemplo esquematico de areias cristalinas
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Fonte: A autora
Notas: Areia cristalina tabular (a); areia cristalina prismatica (b); areia cristalina de estiloide (c); areia

cristalina de bipiramidal (d).
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Antes tanto os cristais, como o formato da areia cristalina era tida como
apenas um achado, um artefato, hoje em dia sabe-se que essa também passa por um
controle genético, pode possuir diversas formas e auxiliando na diferenciagdo das

espécies.

5.1.2.1.6 Cristais bipiramidais

S&o cristais caracterizados pela unido de duas piramides, geralmente
qguadrangulares (de base quadrada). A unido dessas piramides pode ser direta,
classificado como simples, ou pode possuir um entre meio fino, ou um mais espesso,

se assemelhando a um retangulo (Figura 10 a-c) (Uloth et al., 2014; Sun et al., 2015;).

FIGURA 10 — Exemplo esquemaético de cristais bipiramidais
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Fonte: A autora
Notas: Cristal bipiramidal simples (a); cristal bipiramidal de entre meio fino (b), cristal bipiramidal de
entre meio retangular (c).

5.1.2.1.7 Cristais cuneiformes

O cristal cuneiforme tem esse nome por ser semelhante a um prisma
retangular, entretanto possuir as extremidades afiladas (Figura 11 a), o que faz com
qgue ele parece uma cunha (Figura 11 b), instrumento de metal ou madeira utilizado

para fender, calcar ou nivelar alguma peca (Silva et al., 2014).
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FIGURA 11 — Exemplo esquematico de cristais cuneiformes

Fonte: A autora
Notas: Cristal cuneiforme (a); exemplo esquematico de uma cunha (b).

5.1.2.1.8 Cristais piramidais

Uma piramide € definida como um poliedro, qual possui as faces laterais,
todas triangulares, unidas por um vértice e com base composta de um poligono. A
classificacdo da piramide se da conforme o nimero de arestas da base, podendo ser
um quadrado, um retangulo, ou até mesmo um hexagono (Figura 12 a — d) (Dolce;
Pompeo, 2013).

FIGURA 12 — Exemplo esquemdtico de cristais piramidais

®) © @

Fonte: A autora
Notas: Cristal piramidal triangular (a); cristal piramidal retangular (b); cristal piramidal pentagonal (c);
cristal piramidal hexagonal (d).

5.1.2.1.9 Cristais tabulares ou romboidais

Um romboide trata-se de um paralelogramo equilatero de lado adjacentes
diferentes e angulos obliquos (Figura 13). No caso dos cristais tabulares, eles sao
assim chamados por serem semelhantes a um pedaco de tabua (Dolce; Pompeo,
2013; Silva et al., 2014).



FIGURA 13 — Exemplo esquematico de cristal tabular

Fonte: A autora

5.1.2.1.10 Cristais tipo seta
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Trata-se de um cristal que lembra a ponta de uma seta, 0 qual possui uma

reentrancia em formato de V em uma das extremidades e a outra com formato

pontiagudo (Figura 14) (Raeski, 2020).

FIGURA 14 — Exemplo esquematico de cristal tipo seta

Fonte: A autora

5.1.2.1.11 Cristais do tipo gravata borboleta

Esse tipo de cristal foi encontrado pela primeira vez no presente estudo, o

gual foi descrito e denominado como cristal do tipo gravata borboleta, por se tratar de

um cristal que possui semelhanca visual ao desenho de uma gravata borboleta, com

leves reentrancias em “V” na parte superior e inferior do cristal (Figura 15) (Raeski,

2020).
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FIGURA 15— Exemplo esquemaético de cristal tipo gravata borboleta

Fonte: A autora

5.1.2.2 Micromorfologia encontrada em B. articulata

Onze morfotipos cristalinos foram encontradas em B. articulata, estando
distribuidos no eixo dos cladddios, na epiderme e nos tricomas glandulares, sendo
eles: bipiramidal simples (bps) (Figura 16 a, b, d; 20 b-d), bipiramidal retangular (bpr)
(Figura 16 c, e, g; 20 e), piramidal retangular (pr) (Figura 16 f, h), cuneiforme (cn)
(Figura 17 a, b), drusa (dr) (Figura 19 a-f), estiloide (es) (Figura 17 c-e; 20 a, f), tabular
ou romboidal (tb) (Figura 17 h, i), cristal tipo seta (se) (Figura 17 f, g; 19 f), areia
cristalina arredondada (aca) (Figura 18 a, b), areia cristalina de estiloide (ace) (Figura
18 c, d) e areia cristalina tipo gravata borboleta (agb) (Figura 18 e, f). A presenca dos
cristais foi observada primeiramente na microscopia de luz e sequencialmente as suas

micromorfologias foram melhor avaliadas e descritas pela MEV.



FIGURA 16 — Cristais do sistema tetragonal encontrados em B. articulata
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Fonte: A autora

Notas: Seccédo Transversal (ST) do caule de B. articulata [MEV (a-f)] [bps — cristal bipiramidal simples;

bpr — cristal bipiramidal retangular; pr — piramidal retangular] Barras de escala: f = 2um; b, c, d,
e,g=5um;a=120 um.
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FIGURA 17 — Cristais do sistema monoclinico encontrados em B. articulata

Fonte: A autora
Notas: ST do caule de B. articulata [MEV (a-i)] [cn — cristal cuneiforme; es — cristal estiloide; se — cristal
tipo seta; tb — cristal tabular] Barras de escala: a, ¢, e, h=2um; d, f, g, i=5 um; b = 10 um.



FIGURA 18 — Areias cristalinas encontradas em B. articulata
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Fonte: A autora

Notas: ST do caule de B. articulata [MEV (a-f)] [aca — areia cristalina arredondada; ace — areia cristalina
de estiloide; agb — areia cristalina tipo gravata borboleta] Barras de escala: a, b, e, f = 2um; c,
d=5pum.
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FIGURA 19 — Drusas encontradas em B. articulata

Fonte: A autora

Notas: ST do caule de B. articulata (a-b); epiderme foliar (c); tricoma glandular (d-f) [MEV (a-b); LP (c-
f)] [dr — cristal do tipo drusa; tg — tricoma grandular em tufos] Barras de escala: a-b = 2um; c-f
=20 pm.
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FIGURA 20 — Microscopia de luz polarizada de cristais encontrados em B. articulata

Fonte: A autora
Notas: ST do caule de B. articulata [LP (a-f)] [es — cristal estiloide; bps — cristal bipiramidal simples, bpr
— cristal bipiramidal retangular; se — cristal tipo seta] Barras de escala: e-f =5 um; a-d = 10 um.

A producéo dos cristais inorganicos pode variar consideravelmente na sua
morfologia de espécie para espécie. Do ponto de vista da genética, uma espécie em
particular poderd produzir um determinado tipo de cristal, ou até mesmo um
subconjunto de diferentes cristais e isto poderé diferencia-la de outras espécies do
género (Franceschi; Nakata, 2005).

A hipétese para a formacdo e controle desses cristais estd no controle
regulatério da expansao celular, na sintese de oxalato de célcio, na absor¢éo de célcio
pela planta e no acumulo dele por células especializadas, chamadas de idioblastos
cristalinos.

Do mesmo modo que uma espécie pode produzir um morfotipo especifico, um
género também pode possuir um morfotipo cristalino comum para ele, ou seja, as
espécies daquele género terdo aquele morfotipo em comum (Al-Rais; Watson, 1971,
Franceschi; Nakata, 2005).
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No género Baccharis o cristal mais comumente encontrado € o estiloide,
podendo ser sugestivo como cristal caracteristico do género. Ele aparece em
Baccharis gaudichaudiana DC. (Budel et al., 2003), Baccharis rufescens Spreng. var.
tenuifolia (DC.) Baker (Souza et al., 2013), Baccharis cylindrica (Less.) DC. (Budel et
al., 2004) e entre muitas outras.

Nenhum outro estudo na literatura caracterizou micromorfologicamente os
cristais apresentados em B. articulata. Até pouco tempo esses cristais eram tidos
como achados e ndo eram levados em consideracdo na diferenciacdo das espécies.
Atualmente sabe-se que por passarem por controle genético podem servir como
marcadores anatémicos, diferenciando assim as espécies.

Como o género Baccharis possui muitas espécies semelhantes, quanto mais
marcadores anatdomicos descritos na literatura, mais segura sera a identificacéo
dessas espécies.

Assim como a morfologia, a genética pode atuar sobre a localizacdo do
morfotipo cristalino na planta, variando consideravelmente de espécie para espécie
(Al-Rais; Watson, 1971; Franceschi; Nakata, 2005). A localizag&o dos cristais em B.
articulata foi avaliada tanto por MEV quanto por LP, a qual evidenciou, através da
birrefringéncia dos cristais, a presenca destes tanto no eixo dos cladddios, como na
epiderme das alas e nas células apicais dos tricomas glandulares. As definicdes dos

morfotipos cristalinos e localizag&o estdo sumarizados no Quadro 1.



QUADRO 1 — Morfotipos cristalinos observados em B. articulata: definicdo e localizacdo na espécie

Morfotipo cristalino Localizagao Definicéo Referéncias
‘_g Bipiramidal simples Eixo dos cladédios S&o cristais caracterizquos_peIa unido direta de duas )
S piramides. CHVATAL, 2007; ULOTH
g Esses cristais possuem uma base consideravelmente ~ etal., 2014; SUN et al,,
| Bipiramidal retangular Eixo dos cladédios espessa, semelhante a um retangulo, a qual faz a 2015
g unido das duas pirdmides das extremidades.
(&) A . .
@ Piramidal retangular Eixo dos cladddios Apresenta-se como uma p"am'd‘? a qual possui a CHVATAL, 2007
() base em formato de retéangulo.
S&o cristais semelhantes a um prisma retangular,
Cuneiforme Eixo dos cladédios porém suas extremidades séo afiladas. Recebem essa SILVA et al., 2014
nomenclatura por se assemelharem a uma cunha.
_g 2 Eixo dos cladddios, epiderme E tido como um agregado esférico de cristais, FRANCESCHI &
S = Drusa foliar e células apicais do podendo ser de diferentes formas (tabular, estiloide) HORNER, 1980; HE et
i g tricoma glandular depositados individualmente. al., 2012
z S o Eixo dos cladédios, epiderme Apres_entam-se como cristais a_Iongados, de FRANCESCHI &
£ £ Estiloide foliar ' extremidades pontiagudas em vista frontal, ou HORNER, 1980; RAMAN
i © truncadas em face lateral. etal, 2014
-% 5 _ _ o Trata:se de_um _paralelogramo cujos lados adjac_entes MACEDO, 211: SILVA et
» | Tabular ou romboidal Eixo dos cladodios séo desiguais. Recebe o nome de tabular pois al. 2014
n assemelham-se a uma tabua N
E caracterizado por possuir uma extremidade
Cristal tipo seta Eixo dos cladddios pontiaguda e a oposta com uma reentrancia em “V”, RAESKI, 2020
se assemelhando a ponta de uma seta.
g NI TR Eixo dos cladddios Retratada como uma massa de pequenos cristais
= arredondada Lo O .
[ individuais, inferiores a 3 um. Podem assumir diversas
L Areia cristalina de Eixo dos cladédios formas, aqui sdo apresentadas como: arredondadas; FRANCESCHI &
o estiloide semelhante a cristais estiloides; e uma com formato HORNER, 1980
-g Areia cristalina tipo Eixo dos cladédios ndo descrito na literatura semelhante a uma gravata
< gravata borboleta borboleta.

Fonte: A autora
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5.1.2.3 Composicao quimica

O controle genético da proporcdo de célcio e a presenca de substancias
contaminantes como metais pesados podem influenciar na determinacdo da
morfologia dos cristais (Franceschi; Nakata, 2005).

De uma maneira geral, a composicédo quimica dos cristais podera variar em
funcdo da composicédo quimica do solo onde a planta habita. A presenca de sodio,
potéssio, calcio, aluminio, cobre e sulfato em grandes quantidades no solo podem
alterar o desenvolvimento dos morfotipos cristalinos, alterando a sua composicao
quimica (Bosqueiro, 1995; Webb, 1999).

Quimicamente, a formacdo desses cristais ocorre a partir do acido oxalico
(C2H204) sintetizado endogenamente. A partir dai os idioblastos cristalinos irdo
compactar e formar os morfotipos cristalinos. A forma quimica mais comumente
encontrada é a de oxalato de calcio (CaC20a4), entretanto, outras formas também
podem aparecer, como € o caso do carbonato de célcio (CaCOzs) (Bosqueiro, 1995).

Os cristais de oxalato de calcio aparecem em mais de 215 familias botanicas
distintas, e encontram-se distribuidos em quase todos os 0rgaos e tecidos vegetais,
desde caules a raizes, estruturas foliares e sementes. Na maioria das vezes esses
cristais se caracterizam por apresentarem formas bem delimitadas, exceto quando
apresentam outros contaminantes em suas estruturas podendo assumir uma forma
amorfa (Franceschi; Horner, 1980).

Um dos papeis importantes na funcdo dos cristais é a detoxicacdo de metais
como o aluminio e metais pesados, 0s quais sdo absorvidos pelas plantas devido a
presencga no solo. Como mecanismo de defesa, os metais acabam sendo eliminados
do metabolismo vegetal por meio da associa¢gdo com os cristais formados pela planta,
caracterizando a detoxificacdo da espécie vegetal. Entretanto a associacdo destes
contaminantes pode fazer com que o cristal assuma um formato amorfo e perca a sua
caracteristica genética previamente constituida (Franceschi; Horner, 1980;
Franceschi; Nakata, 2005).

Diversas técnicas podem ser utilizadas para a identificacdo da composicao
quimica dos cristais, entretanto as mais comuns sao a difracao de raios-X e EDS. Os
cristais observados em B. articulata foram submetidos a analise da composicao
quimica elementar por EDS, onde todos os espectros dos cristais evidenciaram picos

de célcio (Ca), carbono (C) e oxigénio (O).
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A presenca desses trés componentes na proporgcdo 1:2:4 evidenciam que
estes cristais apresentam a composicdo de oxalato de calcio. A Figura 21 b-e,
exemplifica os picos encontrados em alguns cristais. Como forma de controle negativo
uma célula vazia foi testada, apresentando apenas picos de carbono e oxigénio,
elementos da composicdo quimica celular natural, garantindo confiabilidade a anélise
(Figura 21 a) (Raman et al., 2014).

FIGURA 21 — EDS dos cristais de B. articulata
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Fonte: A autora
Notas: [a - EDS controle em célula vazia; b-c - EDS de cristal bipiramidal retangular; d-e — EDS de
cristal piramidal retangular; f — EDS de cristal tipo seta]
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Recentemente, muitos trabalhos tém evidenciado a composi¢cao quimica dos
cristais por EDS (Lersten; Horner, 2011; Saulle et al., 2018; Almeida et al., 2020;
Pauzer et al., 2021) os quais demonstram predominancia de cristais de oxalato de
calcio nas espécies.

Todo o contetdo aquoso de um solo tem relacdo direta com a absorgéo de
nutrientes em uma planta, com isso solos ricos em calcio tendem a garantir a formacéao
de cristais de oxalato de calcio, contudo a presenca de contaminantes ou outros
compostos tendem a levar a adesao destes aos cristais, modificando assim a sua
morfologia (Heinrichs, 2010). No caso de B. articulata, a tendéncia é que o solo onde
a espécie habitava tinha predominancia de calcio sem contaminantes, pois nenhum

destes foi observado nos espectros avaliados.

5.1.2.4 Estado de hidratacéo

Bem como a composicao quimica, o estado de hidratacdo dos cristais pode
influenciar significativamente no desenvolvimento da morfologia dos cristais. Dois
estados de hidratacdo séo descritos, sendo eles a forma monohidratada (wewellite) e
a forma dihidratada (weddellite). Dependendo da concentracdo de calcio presente na
planta, estas duas formas de hidratacao poderéo aparecer, contudo sempre mediadas
por controle genético (Franceschi; Horner, 1980; Raman et al., 2014).

A forma monohidratada geralmente ocorre em cristais ditos como do sistema
monoclinico, 0s quais sao cristais que possuem trés eixos de comprimento diferentes,
sendo eles cristais estiloides, tabulares, cuneiformes, enquanto a forma dihidratada
compreende os cristais que fazem parte do sistema conhecido como tetragonal, o qual
caracteriza-se por possuir trés eixos mutuamente perpendiculares. Fazem parte deste
grupo os cristais do tipo bipiramidal, piramidais e prismaticos (Franceschi; Nakata,
2005; Ishii, 1991).

Apesar da correlacdo entre a morfologia e o estado de hidratagdo denotar
importancia no desenvolvimento de algumas formas cristalinas, outras podem
apresentar os dois estados de hidratacdo, como € o caso dos morfotipos cristalinos
na forma de drusas, 0s quais podem se apresentar tanto na forma monohidratada,
guanto na forma dihidratada. Esse fato pode ocorrer pois as drusas sado formadas por
uma deposicao de cristais de diferentes formas, formando aglomerados (Franceschi;
Nakata, 2005).
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Em B. articulata ambos os estados de hidratacéo foram observados, sendo o
estado dihidratado identificados nos cristais bipiramidais (Figura 22 a,b) e piramidais,
enquanto o estado monohidratados nos cristais estiloides (Figura 22 c, d), cuneiforme,

drusa, tabular e tipo seta. Todavia, os cristais do tipo areia cristalina ndo puderam ser

analisados pelo equipamento devido seu tamanho ser inferior a 5 pum.

FIGURA 22 — Raman dos cristais de B. articulata
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Fonte: A autora

Notas: Raman de cristais dihidratados (weddelita) (a-b); Raman de cristais monohidratados (wewelita)
(c-d) [ a-b — cristal bipiramidasi simples; c-d — cristal estiloide].

A diferenca do estado de hidratacdo nos espectros Raman esta

principalmente relacionada as bandas de deslocamento em 1400 a 1600 cm™. Cristais
dihidratados apresentam uma Unica banda em torno de 1475 a 1479 cm, enquanto
os cristais monohidratados tende a apresentar duas bandas em torno de 1460 a 1465
cm?® e 1490 a 1495 cm’, em ambos os casos essas bandas de deslocamento
representam uma assimetria de C=0 (Shippey, 1980; Frost; Weier, 2003; Frost, 2004).
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Um fator importante a observar na formacao dos cristais de oxalato de calcio
€ a concentracdo de calcio presente, visto que quando a proporc¢édo de calcio € maior,
a quantidade e o tamanho dos cristais expressados pela planta serdo maiores.
Contudo, quando a quantidade de calcio no solo é reduzida, tanto o tamanho quanto
a quantidade de cristais expressados pela planta serdo reduzidos (Faheed et al.,
2013).

Ainda ndo esta claramente definido o mecanismo de controle genético e
regulacdo quimica e de hidratagdo na formacéo dos cristais, entretanto sabe-se que
esses passam por um rigoroso controle genético, e que cada espécie podera produzir
um morfotipo cristalino ou um subconjunto de morfotipos, que a diferenciardo de
outras espécies. No caso de B. articulata, o conjunto dos cristais encontrados podem
auxiliar na descricdo morfoanatémica da espécie, bem como atuar como marcadores
botanicos da espécie, diferenciando-a das demais, auxiliando na identificacéo,
contribuindo para o controle da qualidade e para o desenvolvimento de futuras

pesquisas.

5.2 CARACTERIZACAO FITOQUIMICA

O Extrato de B. articulata foi analisado por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolugéo, a qual revelou 16
picos, dentre os quais, 13 foram identificados sendo: &acido quinico, &cido
neoclorogénico, acido clorogénico, acido cafeico, acido 5-O-feruloilquinico, apigenina-
C-pentosideo-C-hexosideo, é&cido  3,4-di-O-cafeoilquinico, &cido  4,5-di-O-
cafeoilquinico, acido glucuronil-quilaico, acido cafeoil-glucuronil-trinidroxioleandlico,
acido acetil-cafeoil-glucuronil-dihidroxioleandlico. A Tabela 1 demonstra os compostos

encontrados no extrato.



TABELA 1. Composicéo fitoquimica do extrato aquoso de B. articulata obtida por andlise LC-MS.
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Pico tR MSt MS? Identificacdo
1 0.37 191.0556 - Acido quinico
2 1.33 353.0862 191.0557, 179.0344, 135.0443 Acido neoclorogénico
3 2.63 191.0551 - Acido clorogénico
4 2.85 179.0345 135.0442 Acido cafeico
5 3.79 447.1518 401.1458, 269.1033, 161.0454 n.i.
6 4.32 367.1025 193.0498, 173.0476 Acido 5-O-feruloilquinico
7 4.70 563.1411 473.1084, 443.0975, 383.0767, 353.0667 Apigenina-C-pentosideo-C-hexosideo
8 4.96 563.1400 473.1073, 443.0966, 383.0776, 353.0668 Apigenina-C-pentosideo-C-hexosideo
9 5.76 515.1184 353.0857, 191.0552, 179.0342, 173.0449 Acido 3,4-di-O-cafeoilquinico
10 6.26 515.1184 353.0874, 191.0554, 179.0342, 173.0450 Acido 4,5-di-O-cafeoilquinico
11 6.70 555.2448 - n.i.
12 7.29 839.3904 631.3320 n.i.
13 7.91 661.3644 175.0235 Acido glucuronil-quilaico
14 8.75 841.4012 679.3697, 503.3398, 175.0252, 161.0239 Acido cafeoil-glucuronil-trihidroxioleandélico
15 9.64 867.4172 705.3856, 645.3644, 487.3416, 161.0241 Acido acetil-cafeoil-glucuronil-dihidroxioleanélico
16 9.88 867.4183 705.3862, 645.3641, 487.3415, 161.0242 Acido acetil-cafeoil-glucuronil-dihidroxioleanélico

Fonte: A autora
Notas: tR: tempo de retencao; n.i.: ndo identificado.
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Os acidos identificados no extrato fazem parte dos acidos fendlicos, os quais
apresentam a carboxila como um grupamento funcional. Esses acidos podem ser
divididos em duas classes, a dos acidos hidroxibenzoicos que sdo componentes das
estruturas dos taninos hidrolisaveis e encontram-se menos abundantes nos alimentos
consumidos pelos humanos e os acidos hidroxicinamicos, 0s quais estao presentes
em varios alimentos de origem vegetal, como € o caso do café e da erva mate
(OLIVEIRA; BASTOS, 2011). Alguns exemplos dessa classe séo os seguintes acidos
trans-cindmicos: o 4cido cafeico, p-cumérico, ferulio e o &cido sinpico, 0s quais na
maioria dos alimentos encontram-se esterificados com o acido quinico (Garambone;
Rosa, 2007; Oliveira; Bastos, 2011).

A esterificacdo do acido quinico com os &cidos trans-cinamicos resulta na
formacao dos acidos clorogénicos, os quais sdo classificados de acordo com o tipo,
namero e posicao dos residuos de acila, podendo ser mono ésteres, como os acidos
cafeiolquinicos, feruloilquinicos ou cumaroilquinicos; podem ser di, tri e tetra ésteres;
ou podem ser ésteres mistos do &cido cafeico e acido ferulico, como os acidos cafeiol-
feruloilquinicos (Clifford, 2000; Oliveira; Bastos, 2011).

Estudos tem demonstrado que os acidos clorogénicos além de apresentarem
uma boa capacidade antioxidante, também podem diminuir significativamente a
pressao arterial, sem efeito colateral aparente. Esse efeito hipotensor esta relacionado
a vasodilatacdo mediada pelo éxido nitrico (Watanabe et al., 2006).

A ingestdo, principalmente do &cido clorogénico pode melhorar a
biodisponibilidade de 6xido nitrico, visto que seus metabdlitos podem tanto apresentar
efeitos hipotensores, mas também auxiliar na eliminagdo de anions superoxidos, 0s
quais demonstram-se elevados em pacientes hipertensos (Suzuki et al., 2002;
Watanabe et al., 2006). Esses anions superoxidos reduzem a biodisponibilidade de
oxido nitrico no tecido endotelial, e essa deficiéncia de éxido nitrico pode ser uma das
causas da hipertenséo arterial, visto que nesses pacientes a dilatagdo mediada pelo

oxido nitrico é reduzida (Calver et al., 1992; Watanabe et al., 2006).

5.3 AVALIACAO FARMACOLOGICA

No Brasil a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) regulamentou

os fitoterapicos como medicamentos convencionais que precisam apresentar dados
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em estudos farmacoldgicos e toxicoldgicos, a fim de garantir eficacia e seguranca da
populacao (Brasil, 2009).

Da mesma forma € de grande importancia estudar as atividades
farmacoldgicas e toxicas de plantas medicinais, visto que elas sado utilizadas de
maneira ampla pela populacdo, mas apresentardo valores medicinais apenas se
usadas da forma correta, além de poderem fornecer riscos toxicolégicos (Carneiro et
al., 2014).

5.3.1 Estudos de Toxicidade em Dose Unica (Toxicidade Aguda) em Ratos

5.3.1.1 Aparéncia geral, alteracbes comportamentais e taxa de mortalidade

Os efeitos da administragcdo aguda do EABA sobre a aparéncia geral e
alteracbes comportamentais estdo apresentados na Tabela 2. Nao foram observadas
quaisquer alteracfes significativas na aparéncia ou no padrdao de comportamento
geral até o final dos 14 dias de observacao. A DLso do EABA ndo foi estipulada porque

nenhuma morte foi observada nos animais tratados com doses de até 2000 mg/kg.

5.3.1.2 Peso corporal final, ganho de peso corporal, padréo de alimentacéo e consumo
de &gua

O peso corporal final de ratos fémeas tratadas pela via oral com o EABA (2000
mg/kg) ou com o veiculo estdo apresentados na Tabela 3. O peso corporal final e os
ganhos de peso corporal, ao longo de todo o periodo de tratamento, foram
semelhantes entre os grupos que receberam o placebo ou o EABA. Além disso, o
consumo diario de ra¢do e agua nos animais tratados com o EABA seguiram 0 mesmo

padrao do observado para os animais tratados apenas com o veiculo.
5.3.1.3 Peso relativo e absoluto dos 6rgaos alvo
N&o houve diferencas significativas no peso absoluto (g) ou relativo (%) de

todos os 6rgéos isolados de ratos fémeas tratadas com o EABA ou com veiculo apos
14 dias do tratamento (Tabela 3).



TABELA 2 - Aparéncia geral e alteracdes comportamentais de ratos fémeas tratadas agudamente com o EABA durante as primeiras 8 horas apés a

administracao

Veiculo EABA (2000 mg/kg)
Parametros
@h @®h
Alimentacao Normal Normal
Agressividade Ausente Ausente
Viséo Normal Normal
Audicdo Normal Normal
Convulstes Ausente Ausente
Salivacéo Ausente Ausente
Atividade Normal Normal
Respiracao Normal Normal
Frequéncia cardiaca Normal Normal
Diarreia Ausente Ausente
Coma Ausente Ausente
Lesao tecidual Ausente Ausente

Fonte: A autora
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TABELA 3 - Efeitos do tratamento agudo com o EABA sobre o peso absoluto (g) e relativo (%) de érgaos e peso corporal final de ratos fémeas apés 14 dias

da exposicao

Orgéo Veiculo EABA (2000 mg/kg)
Peso corporal (g) 213 +12 215+11

Peso relativo (%)

Figado 3,52 +0,03 3,45+ 0,05

Rins 0,54 + 0,01 0,44 + 0,01
Bago 0,31 +0,01 0,21 + 0,01
Peso absoluto (g)

Figado 6,87 + 0,31 7,22 +0,39

Rins 1,24 £ 0,06 1,22 £ 0,05
Baco 0,65 + 0,01 0,52 + 0,01

Fonte: A autora

Notas: Peso relativo (%) = (peso absoluto do 6rgao x 100)/peso corporal final. Os valores estdo expressos como a média + erro padrdo da média (n = 6).

ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett’s.
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5.3.1.4 Necropsia e histopatologia

O exame macroscopico dos 6rgaos vitais ndo revelou nenhuma anormalidade
entre todos 0s grupos experimentais. Nao foram observados quaisquer sinais de
inflamacé&o, hemorragia, acimulo de liquido ou outras alteracfes sugestivas de lesbes
em todos os tecidos estudados.

Nas analises histopatoldgicas, nenhuma alteracéo significativa foi identificada
(Figura 23 a-f), sugerindo auséncia de toxicidade aguda para o EABA nas doses
utilizadas. No tecido hepatico, o espaco porta, e a disposi¢cao radial dos hepatécitos
(divididos em zona 1 e 2) apresentaram-se dentro dos padrdes de normalidade para
a espécie. Nos rins, ndo se observou quaisquer alteracdes nos corpusculos renais,
tubulos proximais, distais e pelve renal. A capsula de tecido conjuntivo do baco, entre
todos os grupos avaliados, apresentou morfologia normal. Além disso, a poupa
vermelha ndo mostrou quaisquer sinais de alterac6es morfoldgicas; e na polpa branca,

nao se evidenciou nenhuma alteracédo no centro germinativo.
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FIGURA 23 - Microfotografias representativas de material histolégico obtido de diferentes 6rgdos de ratas tratadas com uma dose Unica do EABA (2000 mg/qg)
ou com o veiculo.

Fonte: A autora
Notas: Material histolégico do figado (a, d); material histologico do rim (b,e); material histol6gico do bago(c,f). [a-c — tratamento com veiculo; d-f — tratamento
com EABA] Todas as laminas foram coradas com hematoxilina e eosina.
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5.3.2 Ensaios de Genotoxicidade

5.3.2.1 Teste do micronucleo

A Figura 24 (A) mostra o numero médio de eritrécitos policromaticos
micronucleados (EPCMN) entre os diferentes grupos experimentais. Todos os animais
gue receberam o EABA (2000 mg/kg) apresentaram o niumero de EPCMN de maneira
similar ao encontrado para 0s animais tratados apenas com o veiculo (C-). Por outro
lado, os animais tratados com a ciclofosfamida (C+) apresentaram um expressivo
aumento no niamero médio de EPCMN, mostrando o potencial mutagénico desta
substancia. O tratamento com o EABA ndo acarretou quaisquer alteracoes
significativas neste parametro quando comparado aos animais tratados apenas com

o veiculo.

5.3.2.2 Ensaio cometa

A Figura 24 mostra os efeitos do tratamento agudo com o EABA e
ciclofosfamida sobre indice de dano (B) e frequéncia de dano (C) ao DNA de ratos
fémeas. Nenhuma das doses testadas do EABA induziu qualquer alteracéo
significativa ao DNA quando comparado aos animais tratados com o controle negativo
(veiculo). Por outro lado, a ciclofosfamida foi capaz de induzir um aumento significativo

no indice e na frequéncia de dano em todos os animais testados.

5.3.2.3 Teste de AMES

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos, indicando média e desvio padrao
do namero de revertentes his+/placa, para os grupos controles (C+ e C-) e EABA, nas
diferentes concentracdes testadas, com linhagens de Salmonella typhimurium TA98 e
TA100, na presenca e auséncia de ativacdo metabdlica. A Tabela 5 apresenta as
razdes de mutagenicidade (RM). Verifica-se que n&o ocorreram aumentos na
frequéncia de mutantes revertentes com o incremento da concentracdo do EABA e as
razdes de mutagenicidade foram todas menores que 2, indicando auséncia de
atividade mutagénica.
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FIGURA 24 - Efeitos do tratamento com o EABA (30, 100 e 300 mg/kg) e com a ciclofosfamida (C+) sobre os eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN)
e sobre o indice de dano e frequéncia de dano
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Fonte: A autora

Notas: Eritrocitos policromaticos micronucleados (EPCMN) (A); indice de dano (B) (tipo de dano multiplicado pelo nimero de células com o dano); frequéncia
de dano (C) (nimero de células com danos, em 100 células avaliadas) ao DNA de ratos. [Os animais do controle negativo receberam apenas o veiculo.
Cada barra representa a média + E.P.M. de seis animais. Asteriscos denotam o nivel de significAncia em compara¢do com 0s animais do controle
negativo (C-)] (ANOVA de uma via seguido pelo teste de Dunnett’s) (***p<0,001).
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TABELA 4 - Mutagenicidade do EABA com (+S9) e sem (-S9) ativacdo metabdlica para duas linhagens de Salmonella typhimurium (TA98 e TA100).

TA98 TA100
Tratamento (ug/placa)
-So +So -So +Sg

C- 21+2.2 2031 151+75 221 +13,1
EABA 62,5 ug/placa 1920 19+3,1 153+9,5 218+7,1
EABA 125 ug/placa 20+ 3,3 2152 151 +7,7 215+9.9
EABA 250 ugl/placa 19+5,1 20+6,3 149+7,1 218 +8,1
EABA 375 ug/placa 19+6,5 22+7.3 155+9,1 215+9,5
C+ 2021 + 222*** 2066 + 295*** 1926 £+ 199*** 2101 + 215***

Fonte: A autora

Notas: Valores apresentados como média + desvio padrdo. Controle negativo (C-) = agua bidestilada; Controle positivo (C+) = TA98 (-S9) nitrofenilenodiamina;
TA98 (+S9) 2-antramina; TA100 (-S9) azida sddica; TA100 (+S9) 2-antramina. *** p< 0,001 (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnett’s).
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TABELA 5 - Razdo de mutagenicidade (RM) do EABA com (+S9) e sem (-S9) ativagdo metabdlica para duas linhagens de Salmonella typhimurium (TA98 e

TA100).
TA98 TA100

Tratamento (ug/placa)

-So +Sg -So +So
EABA 62,5 ug/placa 0,84 0,91 0,96 0,93
EABA 125 ug/placa 0,85 0,90 0,94 0,99
EABA 250 ug/placa 0,80 0,90 0,92 0,96
EABA 375 ug/placa 0,82 0,88 0,90 0,98

Fonte: A autora
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Apesar do uso terapéutico difundido, algumas espécies de Baccharis podem
apresentar efeitos adversos e riscos a saude, visto que podem apresentar substancias
gue desencadeiem efeitos deletérios, resultando em casos clinicos problematicos,
como é o caso de Baccharis genistelloides (Lam.) Pers., também conhecida como
carqueja, utilizada tradicionalmente como diurética e tbnica, apresenta como principal
efeito toxico a inducéo do aborto (Grupta, 1995; Alonso, 1998; Dias et al., 2009).
Alguns estudos trabalham com a utilizacdo crénica de carquejas, as quais podem
apresentar uma acao inibitoria na diferenciacdo de células neuronais a longo prazo
(Losqui et al., 2009; Hocayen et al., 2012).

Frente aos estudos toxicologicos, B. articulata ndo se apresentou téxica e nem
mutagénica nos testes avaliados no presente trabalho. Todavia, vale ressaltar que a
utilizacdo indiscriminada por grupos especificos, como é o caso de gestantes e
criangas, deve ser trabalhada com cautela, bem como a sua utilizagdo de maneira

cronica.

5.3.3 Avaliacao dos Efeitos do EABA na Pressao Arterial e na Frequéncia Cardiaca
em Ratos SHR

Apés 15 minutos de estabilizagdo e antes da administracdo de qualquer
substancia, a PAS, PAD e PAM basais observadas foram respectivamente 157,3 £
4,0,97,2+ 3,1 e 119,3 + 3,4 mm Hg, ja a FC foi de 366 = 35 batimentos por minuto
(bpm).

A administracdo do EABA intraduodenal em uma dose de 300 mg/kg reduziu a
PAS e a PAM em aproximadamente 25 mm Hg (Figura 25 A, B e C). Nenhum dos
medicamentos influenciou a FC (Figura 25 D). Nao houve diferenca estatistica nos
dados registrados ap0s a administracdo da hidroclorotiazida 25 mg/kg em
comparagao com a administracdo do EABA na dosagem de 300 mg/kg.

A administragao prolongada do EABA resultou na redugdo significativa da
presséao arterial no grupo dos ratos SHR. Nos animais controle, a PAS, PAD E PAM
foram medidas como 157,2 + 4,1, 98,2 + 4,8 e 119,6 + 4,6 mm Hg, respectivamente.
Entretanto, nos animais que receberam um tratamento de 300 mg/kg de EABA, os
valores da PAS, PAD e PAM diminuiram para 123,4 + 4,3, 88,5+ 6,2 € 93,1 + 3,3 mm
Hg, respectivamente (Figura 26 A-C). Nao foram observadas alteracbes na FC em

nenhum dos tratamentos (Figura 26 D). Os SHR tratados com hidroclorotiazida
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apresentaram reducao significativa na pressao arterial, comparavel a observada nos

animais que receberam a dose mais alta de EABA.

5.3.3.1 Avaliacéo das vias envolvidas nos efeitos hipotensivos do EABA

A resposta hipotensiva do EABA ndo envolveu a via da
prostaglandina/adenosina monofosfato ciclica. A diminuicdo da presséo arterial
causada pelo EABA néo foi afetada quando tratada com indometacina (Figura 27 A-
B) e DDA (Figura 27 C-D). A administracdo de indometacina e DDA também né&o
ocasionou alteracdo na PAS ou PAM em nenhum dos grupos experimentais.

A via do Oxido nitrico/glunilato ciclase e o0s canais de potassio (K*)
demonstraram-se envolvidos na reducao da presséao arterial causada pelo EABA. A
infusdo continua de L-NAME resultou em um aumento na PAS de 158,3 + 4,3 mm Hg
para 192,2 + 9,1 mm Hg e um aumento na PAM de 119,2 + 4,2 mm Hg para 146,4 +
8,3 mm Hg. A infusdo de L-NAME impediu a capacidade do EABA 300 mg/kg de
reduzir a PAS e a PAM, enquanto os efeitos da hidroclorotiazida foram ligeiramente
impedidos (Figura 28 A-B). A infusdo de azul de metileno teve um impacto significativo
na hipotensao induzida pelo EABA, contudo néo afetou os efeitos da hidroclorotiazida
(Figura 28 C-D).

Os efeitos hipotensores do EABA e da hidroclorotiazida foram completamente
anulados em ratos que foram previamente tratados com o bloqueador de canal de K*

nao especifico TEA (Figura 28 E-F).



FIGURA 25 — Efeito anti-hipertensivo agudo do EABA.
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Notas: EABA foi administrado por via intraduodenal em ratos anestesiados. C-, efeito do veiculo de
controle (salina 0,9%, 200 pl). Os resultados foram expressos como média + SEM (n = 6/grupo).
ap < 0,05, comparado respectivamentecom o grupo controle; ®p < 0,05, comparado com 30
mg/kg de EABA; °p < 0,05, comparado com 100 mg/kg de EABA (ANOVA seguido de teste de
post hoc de Bonferroni). DBP, presséo arterial diastolica; HR, frequéncia cardiaca; MAP,
pressao arterial média; SBP, presséo arterial sistélica.
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FIGURA 26 - Efeitos anti-hipertensivos sustentados do EABA.
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Notas: O EABA foi administrado diariamente por via oral durante 7 dias. C, efeito do controle do veiculo
(dgua filtrada, 300 pl). Os resultados sdo expressos como média + SEM (n = 6/grupo). p <
0,05, em comparac¢io com o respectivo grupo de controle; °p < 0,05, em comparagio com 30
mg/kg de EABA; °p < 0,05, em comparagdo com 100 mg/kg de EABA (ANOVA seguido de teste
de post hoc de Bonferroni). DBP, presséo arterial diastélica; HR, frequéncia cardiaca; MAP,
presséo arterial média; SBP, pressao arterial sistolica.
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FIGURA 27 — Auséncia do envolvimento da via da prostaglandina/AMPc no efeito anti-hipertensivo do

EABA.
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Fonte: A autora

Notas: Os animais receberam EABA (300 mg/kg, intraduodenal) na presenca e na auséncia de uma
injecdo intraperitoneal de indometacina (3 mg/kg) (A, B) ou DDA (0,1 mg/kg) (C, D).ap < 0,05,
em compara¢do com o respectivo grupo de controle (ANOVA seguido pelo teste post hoc de
Bonferroni). DDA, 2',5'-dideoxiadenosina; DBP, presséo arterial diastélica; HR, frequéncia
cardiaca; MAP, pressao arterial média; SBP, pressao arterial sistolica.
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FIGURA 28 - Envolvimento da via 6xido nitrico/GMPc e ativacéo do canal de K* no efeito anti-
hipertensivo do EABA.
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Fonte: A autora

Notas: Os animais receberam EABA (300 mg/kg, intraduodenal) na presenca e auséncia de uma
infusdo continua de L-NAME (7 mg/kg/min) (A, B), uma infusdo continua de azul de metileno
(150 nmol/kg/min) (C, D) ou uma injecao intraperitoneal de tetraetilaménio (400 umol/kg) (E, F).
Os resultados séo expressos como média + SEM (n = 6/grupo). 2p < 0,05, em comparagao com
0 respectivo grupo de controle; °p < 0,05, em comparagdo com o respectivo inibidor (ANOVA
seguido pelo teste post hoc de Bonferroni). L-NAME, éster metilico de Nw-Nitro-L-arginina;
MAP, pressao arterial média; SBP, pressao arterial sistdlica; TEA, tetraetilamonio.
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O extrato aquoso de B. articulata demonstrou ter efeito na pressao arterial,
atuando contra a hipertenséo. Frente ao seu efeito cardiovascular pode-se observar
gue os efeitos do extrato envolvem a via do NO/guanosina monofosfato ciclica (GMPc)
e a abertura de canais de K*.

As células endoteliais desenvolvem diversas fungdes, incluindo a troca capilar,
a secrecdo de substancias e a regulacdo da pressao arterial. O endotélio normal
desempenha um papel protetor, mantendo a vasodilatacdo e a proliferacédo de células
musculares lisas. Em condi¢cdes normais, esse endotélio mantém a homeostase
vascular liberando fatores que controlam o ténus vascular. O NO € um dos fatores
relaxantes, bem como o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF) e a
prostaciclina (PGI2).

A PGI2 causa ativacdo da adenilato ciclase nas células musculares lisas,
levando a um aumento nas concentracdes de adenosina monofosfato ciclica (AMPc),
a qual causa relaxamento vascular. A funcdo do EDHF ndo estad totalmente
compreendida, todavia varia de acordo com a espécie animal e o tipo de vaso
sanguineo. Dentre os EDHF mais conhecidos temos o K* que promove a
hiperpolarizagéo das células do musculo liso devido a ativagéo de canais retificadores
de K* ou até mesmo Na*/K*ATPase. Esse processo envolve a transferéncia desta
hiperpolarizagéo por meio das juncbes de gap mioendoteliais, permitindo que atinja
as células musculares lisas e, consequentemente, cause o0 relaxamento vascular
(Edwards et al., 1998; Shimokawa, 2010; Oliveira, 2013).

Em contrapartida, a via do 6xido nitrico é conhecida por seus efeitos anti-
inflamatérios, antiproliferativo e vasodilatador. Este se difunde pelas células
musculares lisas adjacentes e estimula a guanilato ciclase (GC) a produzir GMPc, a
qual se trata de um potente vasodilatador. Adicionalmente, o NO pode ativar
diretamente os canais de K* calcio dependentes, nas células do musculo liso vascular
(Moncada; Higgs, 2006; Souza Junior et al., 2012).

A resposta hipotensiva induzida pelo EABA n&o demonstrou ser afetada por
inibidores da via PGI2/AMPc, mas sim completamente suprimida por inibidores da via
do 6xido nitrico sintetase e da guanilato ciclase. Isso sugere que o EABA induz o
relaxamento vascular por meio de mecanismos dependentes do endotélio,
possivelmente envolvendo a via NO/GMPc. Outro efeito hipotensor do EABA esta
relacionado a abertura de canais de K*. Quando um bloqueador classico nao

especifico de canais de K* chamado TEA foi administrado, observou-se uma reducao
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total no efeito hipotensor do EABA, isso é indicativo da participacao direta dos canais
de K* na resposta hemodindmica do extrato, portanto os canais de K+ parecem
desempenhar um papel nos efeitos dependentes do NO, visto que a via do NO nos

vasos sanguineos incluem a abertura de canais de K*.
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CONCLUSAO

Microscopicamente B. articulata apresenta células epidérmicas com parede
anticlinal espessa e estbmatos anomociticos. Sua epiderme € unisseriada e revestida
por cuticula estriada e delgada. Tricomas glandulares bisseriados contendo drusas
nas ceélulas apicais podem ser observados em tufos na epiderme. Corddes de
clorénquima podem ser observados subjacentes ao tecido de revestimento do eixo.
Feixes vasculares e dutos secretores estdo presentes tanto nas alas quanto no
entorno do eixo.

Onze morfotipos cristalinos foram observados na espécie, sendo eles:
bipiramidal simples, bipiramidal retangular, piramidal retangular, cuneiforme, drusa,
estiloide, tabular, cristal tipo seta, areia cristalina arredondada, areia cristalina de
estiloide e areia cristalina tipo gravata borboleta. Todos os morfotipos foram
encontrados no eixo dos cladodios. Cristais estiloides e drusas também foram
encontrados na epiderme foliar, bem como drusas foram identificadas nos tricomas
glandulares. A composi¢do quimica dos cristais foi de oxalato de célcio, enquanto
ambos estados de hidratag&o foram encontrados, sendo o monohidratado para cristais
do sistema monoclinico (estiloides) e os dihidratados para cristais tetragonais
(bipiramidais).

Quanto a caracterizacdo fitoquimica, 13 picos foram identificados, a saber:
acido quinico, acido neoclorogénico, acido clorogénico, acido cafeico, acido 5-O-
feruloilquinico, apigenina-C-pentosideo-C-hexosideo, acido 3,4-di-O-cafeoilquinico,
acido 4,5-di-O-cafeoilquinico, acido glucuronil-quilaico, é&cido cafeoil-glucuronil-
trinidroxioleandlico, acido acetil-cafeoil-glucuronil-dihidroxioleandlico. Dentre esses
destacam-se principalmente os acidos clorogénicos, os quais tem demonstrado uma
capacidade hipotensora mediada pelo 6xido nitrico. Alguns estudos tém demonstrado
gue a ingestdo de acidos clorogénicos melhoram a biodisponibilidade de éxido nitrico
acarretando o efeito de vasodilatagéo e consequentemente no efeito anti-hipertensivo.

Levado em conta a capacidade anti-hipertensiva o EABA causou diminui¢cao
na pressao arterial de ratos SHR, diminuicdo esta dependente da abertura de canais
de K* nas células musculares lisas induzidas pelo éxido nitrico. Esse resultado é
sugestivo da participacdo dos acidos clorogénicos no efeito anti-hipertensivo de B.

articulata.
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Frente a toxicidade aguda, B. articulata ndo se apresentou toxica, visto que
nao foram observadas alteracdes na aparéncia e nem de comportamento dos animais
no periodo de testes. Nenhuma morte foi observada até a concentracdo de 2000
mg/kg. Nenhum sinal de inflamag&o, hemorragia, ou lesées foram observados nos
tecidos estudados.

Além disso, a administracdo do extrato de B. articulata nessa concentracao
ndo acarretou aumento, nem alteracdes significativas, dos eritrocitos policromaticos
micronucleados, como também nenhuma das doses testadas induziu qualquer
alteracdo significativa no DNA e as frequéncias de mutantes revertentes nao
apresentaram nenhum aumento, indicando que a administracéo de B. articulata ndo
acarreta atividade mutagénica.

Fornecer caracteristicas microscopicas adicionais as previamente descritas
na literatura é de grande importancia, pois podem servir como marcadores
anatdbmicos, bem como determinar a toxicidade, genotoxicidade e comprovar a
terapéutica é de suma relevancia, pois podem servir de base para estudos futuros,
para a espécie, para 0 género ou até mesmo para o grupamento das carquejas. Além
disso, comprovar o efeito terapéutico de B. articulata pode auxiliar também no

desenvolvimento de pesquisas relacionadas a doencas cardiovsculares.
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Abstract

This study provides a comprehensive account of the various types of calcium oxalate
crystals found in the genus Baccharis and assesses the exceptional value of crystal
macropatterns for the taxonomy of the genus. The morphotype, occurrence, and
chemical composition of the crystals found in the stems and leaves are studied. The
44 species included in this study were selected based on a broad phylogeny-based
sampling covering seven subgenera and 31 sections. These species were chosen to
represent all the main phylogenetic lineages of Baccharis; thus, the sampling also rep-
resents a comprehensive coverage concerning evolutionary significance for such a
large and environmentally and economically important plant group. The samples were
analyzed by light microscopy, scanning electron microscopy (SEM), and energy-
dispersive x-ray spectroscopy (EDS). Several morphotypes of crystals, including
druses, crystal sand, styloids and prisms, were present. Based on their chemical com-
position, the crystals were classified as pure calcium oxalate, mixtures of oxalates and
sulfates, and mixtures of oxalates, sulfates, and silica. The crystal macropatterns
observed in this study aid in species identification and provide novel data for the tax-
onomy of Baccharis.

Research Highlights

Most species of Baccharis have a specific crystalline pattern. Each species produces a
crystal morphotype or a set of morphotypes specific to it. The crystals observed are
formed by calcium oxalate.

KEYWORDS
crystal shapes, energy-dispersive x-ray spectroscopy, light microscopy, polarized light
microscopy, scanning electron microscopy

species-specific (Horner et al., 2012). Therefore, these features are
applicable in plant systematics, ecophysiological, and phylogenetic

Crystals of calcium oxalate are common in Angiosperms and occur in
most tissues and organs in the plant. They are formed from endoge-
nously synthesized oxalic acid and calcium taken from the environ-
ment, shaped, and accumulated in species-specific morphologies
(Meric, 2009). The morphotypes of crystals and their locations (crystal
macropatterns) are determined by gene expression and are often

studies (Lersten & Horner, 2011; Silva et al., 2014).

The most common minerals formed by plants are calcium oxalate,
calcium carbonate, and silica (Bouropoulos et al., 2001). The excess
calcium is usually precipitated in calcium salts such as carbonate, cit-
rate, malate, oxalate, phosphate, and silicate (Weiner & Dove, 2003).
Calcium sulfate crystals are rare in plants (He et al., 2012).

862 I © 2023 Wiley Periodicals LLC.
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HIGHLIGHTS
. Eleven crystalline morphotypes were found in Baccharis articulata.
. Calcium oxalate is the chemical composition of the crystals.
. Both monohydrate and dihydrate types were found in B. articulata crystals.

. Crystal morphotypes can be used as anatomical markers.

Abstract: Baccharis articulata (Lam.) Pers., popularly known as carqueja, carquejinha or carqueja-doce, is
a plant widely used in traditional medicine as a diuretic, digestive and antidiabetic. Due to its similar
morphology with other species of the "carqueja group", especially Baccharis pentaptera (Less.) DC., it can
be easily confused even by specialists. Thus, this study aimed to characterize micromorphology of the
crystals present in B. articulata to show botanical markers that can help differentiate this species from other
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