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RESUMO

Os metabdlitos secunddrios presentes em extratos de folhas, cascas do caule e lenho de
Baccharis semiserrata DC. (Asteraceae) obtidos em aparelho Soxhlet com a seqiiéncia de
solventes cloroférmio, acetato de etila e metanol, foram investigados usando técnicas de CCD
e UV. As andlises indicaram que os compostos fendlicos presentes nos extratos organicos sao
principalmente 4cidos arilpropendicos ou derivados, que se concentram no extrato acetato de
etila das folhas. O 6leo essencial das folhas obtido por arraste de vapor foi analisado por CG-
EM e apresentou espatulenol 25,8%, d-cadineno 16,7%, valenceno 14,9% e aromadendreno
13,8% como principais componentes. Os 6leos essenciais obtidos por hidrodestilacdo das
folhas de espécimes feminino (0,13%) e masculino (0,45%) de Baccharis semiserrata,
coletadas no Estado do Parand - Brasil, foram analisados em detalhe por CG e CG-EM.
Ambas as amostras tém baixo teor de monoterpenos e apresentam o sesquiterpeno espatulenol
como principal componente, atingindo 50,75% no 6leo do espécime masculino e 42,65% no
do feminino. As atividades antimicrobianas dos extratos organicos foram avaliadas contra
cepas das bactérias Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Staphylococcus
saprophyticus, e da levedura Candida albicans, utilizando técnicas de difusdo em meio sélido,
com resultados apenas moderados. Os extratos de cascas mostraram, de maneira geral, maior
atividade, especialmente o extrato metandlico contra S. aureus. Foram determinadas as
concentragdes inibitérias minimas do 6leo essencial por dilui¢do em caldo contra S. aureus e
P. aeruginosa e C. albicans (50 puL/mL). O extrato aquoso das folhas de B. semiserrata
feminina apresentou saponinas e proteinas (4,963 mg/mL). A andlise bioquimica da interacdo
de eritrécitos humanos ABO™ com 1110 pg/mL do extrato aquoso demonstrou um efeito litico
padréo de + 80%, enquanto 550 pg/mL gerou graus variados de hemdlise. Para a tipagem O™ a
lise atingiu apenas 35% em presenca da maior concentragdo testada. Tais resultados sugerem
fortemente o envolvimento das por¢des antigénicas do sistema ABO (monossacarideos) e da
proteina Rhesus (Rh" e Rh) nos efeitos observados. O extrato aquoso quando testado em
presenca de H,O, e sorotipo A”, apresentou um pequeno efeito redutor sobre a hemoglobina
liberada; para O nenhum efeito pode ser observado. Porém, o extrato aquoso mostrou uma
capacidade seqiiestradora de radicais DPPH a 100 uM bastante significativa: 1,5 x 10" e 7,8 x
107 pg/mL do extrato reduziram 15% e 20% da amostra, respectivamente.

Palavras-chave: Baccharis semiserrata, 6leo essencial, extratos, composi¢do quimica,
bioatividade.



ABSTRACT

The secondary metabolites found in leaves, stem bark and log extracts of Baccharis
semiserrata DC. (Asteraceae) obtained in a Soxhlet apparatus with the sequence of solvents
chloroform, ethyl acetate and methanol, were investigated using TLC and UV techniques. The
analyses indicated that the phenolic compounds present in the organic extracts are mainly
arylpropenoic acids or derivatives, that concentrate on the leaves ethyl acetate extract. The
essential oil from the leaves obtained by steam distillation was GC-MS analyzed, and has
spathulenol 25.8%, 6-cadinene 16.7%, valencene 14.9% and aromadendrene 13.8% as the
main components. The essential oils obtained by hydrodistillation from leaves of the feminine
(0.13%) and masculine (0.45%) specimens of Baccharis semiserrata, collected in the Parana
State - Brazil, were analyzed in detail by GC and GC-MS. Both samples have low
monoterpene content and they present the sesquiterpene spathulenol as the main component,
reaching 50.75% in the oil of the masculine specimen and 42.65% in the feminine one. The
antimicrobial activities of the organic extracts were measured against strains of the bacteria
Bacillus  cereus, Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus and Staphylococcus saprophyticus, and of
the microfungus Candida albicans, using diffusion techniques in solid mean, that resulted in
moderate activity. The stem bark extracts usually were more active, especially the methanol
extract against S. aureus. The minimum inhibitory concentrations of the essential oil were
determined using the technique of dilution in broth, against S. aureus, P. aeruginosa and C.
albicans (50 pg/mL). The aqueous extract from leaves of feminine B. semiserrata showed the
presence of saponins and proteins (4.963 mg/mL). The biochemical analysis of the interaction
of human erythrocytes ABO" with 1110 pg/mL of the aqueous extract demonstrated an effect
lithic pattern of + 80%, while 550 pg/mL generated varied degrees of hemolysis. For the O
blood type the break only reached 35% in presence of the largest tested concentration. Such
results suggest strongly the involvement of the antigenic portions of the system ABO
(monosaccharides) and of the Rhesus protein (Rh" and Rh’) in the observed effects. The
aqueous extract when tested in presence of H,O, and the serotype A”, showed a small reducer
effect upon the liberated hemoglobin; for O none effect could be observed. However, the
scavenging capacity of the the aqueous extracts against DPPH radicals at 100 uM was enough
significant: 1.5 x 10" and 7.8 x 107 pg/mL of the extract reduced 15% and 20% of the sample,
respectively.

Keywords: Baccharis semiserrata, essential oil, extracts, chemical composition, bioactive.
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1 INTRODUCAO

Uma revisdo recente sobre aspectos quimicos, econdmicos e bioldgicos do género
Baccharis destacou a presenca de flavondides e terpendides como substincias responsdveis
por diversas atividades bioldgicas, muitas vezes relacionadas a usos tradicionais (VERDI et
al., 2005). O género Baccharis apresenta mais de 500 espécies encontradas principalmente na
América do Sul e na América Central. Cerca de 120 espécies do género estdo descritas para o
Brasil, em sua maior parte encontradas nas regides sul e sudeste. Muitas espécies Baccharis
sdo arbustos didicos com altura variando entre 0,5 e 4,0 m, sendo algumas delas utilizadas na
medicina popular para controle ou tratamento de problemas de estdmago, figado, anemias,
inflamacdes, diabetes, doencas da prostata e desintoxicacdo do organismo (MOREIRA et al.,
2003).

Estudos demonstraram que os perfis quimicos e microbioldgicos da chamada "prépolis
verde" e da B. dracunculifolia t€m franca correlacdo. Leitdo e colaboradores (2004)
demonstraram que tanto os extratos dos brotos de B. dracunculifolia como os extratos da
prépolis produzida pela Apis mellifera, apresentam efeitos inibitorios similares sobre os
fatores cariogénicos de Streptococcus mutans. Park e colaboradores (2004), analisaram o
extrato dos brotos mais tenros da planta por HPLC e compararam com o extrato da prépolis,
observando em ambos a ocorréncia dos mesmos flavondides e 4cidos arilpropendicos como o
artepillin C, em porcentagens bem elevadas. A descoberta do artepillin C como responsavel
por importantes propriedades bioldgicas da propolis brasileira (AGA et al., 1994), resultou nas
védrias aplicacdes patenteadas para produtos farmacéuticos, veterindrios, dermatolégicos,
cosméticos e alimentares (SATO et al., 2005; TAZAWA et al., 2004), de forma que a
pesquisa fitoquimica de espécies do género Baccharis € plenamente justificada pela
possibilidade de encontrar novas fontes vegetais de substincias dessa classe. Os dcidos 3-

prenil-p-cumadrico e 3,5-diprenil-p-cumadrico (artepillin C) (Figura 1) encontrados em B.



Introdugéo 16

grisebachii, foram identificados como responsdveis por parte das atividades desta espécie
vegetal contra fungos que causam infec¢Oes cutineas, validando um uso tradicional

(FERESIN et al., 2003).

OH

Figura 1 — Estrutura do artepillin C

No género Baccharis € alta a ocorréncia de flavondides e terpenos, substincias estas
que exercem atividades bioldgicas relevantes como por exemplo efeitos antioxidantes. O
emprego de flavondides em terapéutica é vasto e ainda empirico, uma vez que a pritica de uso
¢ mais antiga que o desenvolvimento de andlises farmacoldgicas. Embora apenas alguns
terpenos apresentem acdo redutora significativa, sdo considerados compostos importantes por
representarem um grande nimero de constituintes ativos, sendo subdivididos em vadrias
subclasses, como monoterpenos (10 unidades de carbono), sesquiterpenos (15 unidades de
carbono), diterpenos (20 unidades de carbono) e triterpenos (30 unidades de carbono)
(SIMOES et al., 2000).

Os Oleos essenciais de espécies do género Baccharis sdo constituidos por
monoterpenos e sesquiterpenos e apresentam atividades antimicrobianas moderadas, como € o
caso da esséncia de B. notosergila, que tem o-pineno, limoneno, B-cariofileno e espatulenol
como constituintes principais (Figura 2) (COBOS et al., 2001). No levantamento bibliogréfico

foram encontradas 25 espécies deste género que tiveram a composicdo de seus Oleos
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N

essenciais estudados por CG-EM, muitas vezes a procura de novas fontes de produtos
quimicos voléteis (ISI, 2006). Duas amostras de B. semiserrata coletadas no estado de Rio
Grande do Sul, em locais e épocas diferentes, produziram 6leos essenciais com baixos
rendimentos (~0,1%) e com grandes diferencas nas composi¢des, tendo espatulenol como
principal constituinte em propor¢des de 15,5 e 25,5% e, teores de monoterpenos de 14,5 e
35,6% (AGOSTINI er al., 2005). Orsini e colaboradores (1993) isolaram o espatulenol de

Baccharis semiserrata e fizeram estudos de modelagem molecular.

| A
j
) H\‘\‘x\:
B-pifen B-pinenc lirmenens
"4 e R
%X\ — OH
X‘\/ ,/
(Ei-nerolidal f-cariofilenc espatulenao

Figura 2 — Estruturas de compostos volateis que aparecem no género Baccharis

Na andlise sistemdtica de 6leos essenciais de espécies Baccharis brasileiras, Ferracini e
colaboradores (1995) compararam os dleos essenciais de espécimes masculinos e femininos,
observando grandes variacdes entre componentes principais, como em B. dracunculifolia

(feminino/masculino):  (E)-nerolidol  (20,80% / 12,02%) e em B. erioclada
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(feminino/masculino): B-pineno (21,44% / 1,16%), limoneno (15,16% / 2,68%), B-cariofileno
(4,21% / 10,70%) e espatulenol (6,61% / 12,57%) (Figura 2).

Diversas outras classes de metabdlitos secundirios podem estar envolvidas com
atividades bioldgicas, entre elas as lectinas-glicoproteinas que apresentam diferentes
especificidades por oligo ou monossacarideos, podendo causar aglutinagdo celular ou mesmo
precipitacdio de glicoconjugados ou polissacarideos (RUDIGER, 1998). Ou ainda as
saponinas, que em solu¢do aquosa formam espuma persistente e abundante, proveniente como
nos demais detergentes, do fato de apresentarem uma por¢do lipofilica, denominada aglicona,
e uma parte hidrofilica, constituida por um ou mais agtcares. Podem apresentar diferentes
grupos ligados a aglicona: um ndcleo esteroidal (saponinas esteroidais) ou um nicleo
triterpénico (saponinas triterpénicas). O comportamento anfifflico das saponinas e a
capacidade de formar complexos com esterdides, proteinas e fosfolipideos de membrana
determinam um ndmero variado de propriedades bioldgicas, entre elas a acfo sobre
membranas celulares, alterando a sua permeabilidade ou causando sua destruicdo
(ATAMANOVA et al., 2005; HAMERSKI et al., 2005; SCHENKEL et al., 2000).

Nao hé relato de uso de B. semiserrata na medicina popular brasileira, espécie
classificada botanicamente na secdo Nitidae e série Lanuginosae do género Baccharis
(GIULIANO, 2005), sendo conhecida pelo nome de “tupixaba” ou “vassoura-do-campo” no
sudeste e sul do Brasil. A florag@o ja foi observada no periodo entre abril e outubro, com a
presenca de varios insetos, como as abelhas Apis mellifera que a visitam para coletar pdlen e
néctar (PIRANI; CORTOPASSI-LAURINO, 1994). Assim, B. semiserrata apresenta-se como
um foco promissor para estudo, podendo ser considerada uma fonte natural alternativa a
biossintese da prépolis, justificando o isolamento de metabdlitos secundérios e a detecgdo de

algumas bioatividades.
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Tais especificidades, entre tantas outras, devem ser consideradas quando produtos
naturais sdo ensaiados em modelos bioldgicos, e eritrécitos constituem um modelo cléssico e
exaustivamente estudado, sobre o qual podem ser inferidas diversas correlacdes entre
estrutura e funcdo (YULDASHEVA et al., 2005; ZIEGLER et al., 2004; HEMKER et al.,
2003; VERMEHREN, HANSEN, 1998; SCHEMELLER et al., 1997).

O eritrécito humano, célula vermelha do sangue, € uma célula anucleada de forma
discoide biconcava que contém hemoglobina em concentracido elevada, cerca de 5SmM /
célula. Para cumprir a funcdo de transportar a hemoglobina e levar oxigénio a todas as células,
o eritrécito percorre todos os vasos sanguineos do organismo aproximadamente 500.000
vezes, durante sua vida média de 120 dias (BULL et al., 1990) e é capaz de transpor capilares
e sinusdides de didmetros de 3 a 4 um, que correspondem a metade de seu proprio didmetro,
de 729 um (BULL et al., 1990; SCHERIER, 1985;). Tais fendmenos s6 sdo possiveis gracas

a extrema resisténcia e deformabilidade da membrana do eritrécito (LUX, 1988).

A membrana eritrocitaria, devido a sua facilidade de obtencdo e isolamento, tem sido
extensivamente estudada e constitui, portanto, um 6timo modelo para o estudo de membranas

mais complexas e de outros tipos de células (LAURIALT; OBRIEN, 1991).

O sangue apresenta diferencas na composicdo quimica que ultrapassam o trivial, uma
vez que sdo considerados mais de 200 antigenos, sendo o sistema ABO apenas o mais
conhecido entre os 19 ja caracterizados (LEE et al., 1998) e o mais importante na medicina
clinica transfusional (BATISSOCO; NOVARETTI, 2003). Essa diferenca na composi¢io
quimica da superficie das células vermelhas sangiiineas é extremamente significativa se

considerada sua freqii€ncia nas diferentes populacdes, conforme Tabela 1.

O sistema Rhesus (Fator Rh) é um grupo sangiiineo altamente imunogénico e
polimorfico com mais de 45 antigenos definidos sorologicamente. Antigenos Rh podem

apresentar um papel fisiolégico na manutencdo da estabilidade da membrana celular, na
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regulacdo da morfologia e fisiologia dos eritrocitos (VAN KIM et al., 2006; CONROY et al.,

2005).

Tabela 1 — Freqiiéncia relativa do sistema ABO em doadores de sangue*

Populacao % do total
0] 49,23
A 33,71
B 13,39
AB 3,13

*Fundagdo Pr6-Sangue- Hemocentro de Sdo Paulo
Fonte: Adaptado de Batissoco e Novaretti (2003)

A avaliag@o das atividades biolégicas de compostos quimicos ou extratos obtidos de
produtos naturais requer muitos ensaios in vivo e in vitro, sendo seus resultados
complementares para elaboracdo de um perfil quimico-bioldgico para possiveis aplicacdes
terapéuticas. Dessa maneira, este projeto optou por eritrocitos humanos como modelo
bioldgico, para iniciar a andlise de atividades de extratos aquosos de B. semiserrata, tais como
acdo litica/protetora e antioxidante, interacdo com hemoglobina isolada, entre outros. O
presente estudo de Baccharis semiserrata DC. faz parte do programa de pesquisa quimica e
bioldgica sobre os metabdlitos secunddrios de espécies vegetais, além de analisar a
composicido quimica dos 6leos essenciais provenientes das folhas de espécimes feminino e
masculino coletadas no segundo planalto do Parand. Os resultados irdo contribuir para a

formagdo de um banco de dados quimicos e de bioatividades de B. semiserrata.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Estudar a composi¢do quimica e avaliar bioatividades do 6leo essencial e de extratos

das folhas, cascas e lenho de Baccharis semiserrata DC.

2.2 Especificos

- obter o Oleo essencial das folhas para a execucdo de testes quimicos e de
bioatividade;

- determinar a composicdo dos 6leos essenciais de espécimes feminino e masculino de
B. semiserrata através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM);

- obter extratos de folhas, cascas e lenho utilizando uma seqiiéncia de trés solventes
com polaridade crescente;

- identificar as principais classes de metabdlitos secunddrios presentes nos extratos das
folhas, cascas e lenho por meio de andlises cromatogréficas (CCD) e espectrométricas (UV);

- avaliar propriedades microbioldgicas do dleo essencial e dos extratos das folhas,
cascas e lenho;

- realizar andlises bioquimicas com o extrato aquoso das folhas, que consistirdo em
deteccao de saponinas, dosagem de proteinas, perfil hemolitico e atividade antioxidante;

- correlacionar resultados de composi¢do quimica e bioatividade;

- iniciar um banco de dados quimicos e de bioatividades de B. semiserrata.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Reagentes

Para as avaliagdes quimicas foram utilizados solventes e reagentes com especificagcdo
PA, sem tratamentos prévios. Para as andlises microbioldgicas e bioquimicas foram utilizados
1,1-difenil-2-picrilidrazil - DPPH (D9132-5G, Sigma Co), soro albumina bovina - BSA, Agar
Mueller-Hinton (M173, Himedia), cloranfenicol 30 pg (Cecon) e nistatina 100 U.L. (1283,

Cecon).

3.2 Coleta e identificacao botanica

Em agosto de 2005 foram coletados cerca de 6 kg de material vegetal bruto de um
espécime de Baccharis semiserrata DC. localizado na rodovia Ponta Grossa — Itaiacoca. Foi
preparada uma exsicata botdnica deste espécime feminino, utilizando um ramo contendo
folhas e flores, seguindo indicac¢des da literatura (FIDALGO; BONONI, 1989), e a amostra
foi depositada no Herbério da UEPG (HUPG) sob o nimero 13104.

Em fevereiro de 2006, aproximadamente 2 kg de material vegetal contendo folhas de
um espécime masculino foi coletado na area urbana de Ponta Grossa - PR. Uma exsicata
também foi preparada e o espécime masculino foi depositado no herbirio HUPG sob o
ndmero de registro 13578. Ambas exsicatas foram identificadas como espécimes masculino e
feminino, respectivamente, pela Prof®. Dr*. Rosdngela Capuano Tardivo do Departamento de

Biologia Geral da UEPG.

3.3 Preparo dos materiais vegetais
Folhas, cascas e lenho de B. semiserrata foram secos a temperatura ambiente por um
periodo de 7 dias, selecionados visualmente e separados. Foram excluidas partes contendo

particulas de sujeira agregada ou atacadas por insetos ou microrganismos. Os materiais
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vegetais secos foram fragmentados com o auxilio de um triturador e armazenados em

recipientes herméticos, acondicionados a temperatura ambiente e ao abrigo da luz até o

momento de sua utilizagdo.

3.4 Obtencao de amostras de 6leo essencial
Foram utilizados dois métodos de extracdo de 6leo essencial: hidrodestilacdo para
amostras analiticas e destilagdo por arraste a vapor de 4gua para um maior rendimento do 6leo

(amostra preparativa).

3.4.1 Amostras analiticas por hidrodestilacao

Os O6leos essenciais de espécimes feminino e masculino de B. semiserrata foram
obtidos das folhas por hidrodestilacio em aparelho de vidro Pyrex (STAHL; SCHILD, 1981),
conforme mostra Figura 3, utilizando cerca de 80 g de cada material seco e fragmentado em
800 mL de 4gua destilada, por um periodo de 4 horas e 30 minutos. Os 6leos foram separados
com éter etilico, sendo a fase orginica seca com NaySO, anidro, e o restante filtrado e
evaporado a baixa temperatura em evaporador rotativo sob pressdo reduzida. Os oOleos

essenciais foram posteriormente analisados e comparados CG e CG-EM.
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Figura 3 — Extracao do dleo essencial por hidrodestilacao

3.4.2 Amostra preparativa por arraste a vapor

O dleo essencial das folhas do espécime feminino de B. semiserrata foi obtido de 1,4
kg do material vegetal seco, por destilagdo por arraste de vapor d’dgua em um periodo de 3
horas. A destilacdo foi realizada em equipamento, com pecas de aluminio e vidro,
confeccionado no Laboratério de Quimica e Bioquimica de Produtos Naturais — UEPG, em
um projeto piloto conforme mostra a Figura 4. O primeiro recipiente de aluminio que se
encontra em cima de um suporte de apoio, foi preenchido com H,O destilada, enquanto que
no segundo foi colocado o material vegetal, através do aquecimento da H,O o vapor ird
extrair o 6leo essencial do vegetal por arraste. O 6leo essencial obtido apds a separacao da
fase aquosa com éter etilico, foi seco com Na,SO, anidro e concentrado em evaporador
rotativo. Com um rendimento total de 5,06 g (0,36% p/p), este 6leo essencial de coloracdo
amarela e odor caracteristico foi utilizado para testes biologicos e analisado por CG e CG-

EM.
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Figura 4 — Extracao do dleo essencial por arraste a vapor

3.5 Obtencao de extratos orginicos

Aproximadamente 20 g de cada material vegetal de folhas, cascas e lenho do espécime
feminino, apds secagem e trituragdo, foram extraidos exaustivamente em aparelho Soxhlet
(Figura 5) por 20 a 40 horas, utilizando uma seqiiéncia de solventes de polaridade crescente:
cloroférmio (CHCI3), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), totalizando nove extratos
(COLLINS et al., 1997). Na etapa final, os extratos foram concentrados em evaporador
rotativo a vacuo, sendo registrados os rendimentos percentuais. Foram efetuados os espectros
de ultravioleta (UV) dos extratos obtidos com AcOEt e MeOH de folhas, cascas e lenho,

usando como solvente o MeOH.
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Figura 5 — Aparelho de Soxhlet utilizado para extraciao por
seqiiéncia de solventes com polaridade crescente
3.6 Analises por cromatografia em camada delgada - CCD
O Oleo essencial e os extratos de folhas, cascas e lenho obtidos com solventes
organicos tiveram seu perfil cromatografico determinado por CCD para identificar a presencga
das principais classes de metabdlitos secundarios, que foram analisados utilizando placas de
silica HF,s4 Merck (0,2 mm de espessura) e diversos eluentes. Apds o desenvolvimento dos
cromatogramas, as placas foram secas, visualizadas em Iluz ultravioleta (UV) nos
comprimentos de onda de 254 e 360 nm e reveladas com reagentes especificos para diversas
classes de compostos.
Os extratos obtidos foram eluidos com dois diferentes sistemas: CHCl; / MeOH (9:1)
ou AcOEt / HCOOH / H,0 (10:0,2:0,27). Apés a obtencdo dos cromatogramas, as manchas
foram visualizadas por fluorescéncia em luz UV em 254 e 360 nm e, em seguida, como

revelador cromatografico foi usado FeCl; (5% em MeOH) para compostos fendlicos e H,SO4
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/ MeOH (1:1) seguido de aquecimento a 100°C para revelar substancias organicas em geral.
As manchas foram identificadas através de comparag@o de seus fatores de retencdo (Rfs) com
aqueles obtidos para as substincias padrdo. Os extratos organicos CHCIs;, AcOEt e MeOH
foram diluidos em seus respectivos solventes até uma concentracdo de 5,0 mg/mL, sendo
aplicados a placa 15 pL.

No extrato AcOEt das folhas de B. semiserrata feminina foi observado um precipitado
cristalino formado na redissolucéo, que foi separado por decantagcdo (~30 mg), analisado por
CCD para detectar presenga de aminodcidos. Como eluentes foram usados n-butanol / acetona
/ acido acético / H,O (35:35:10:20) ou o sistema AcOEt / MeOH / H,O (6:3:1). Ninhidrina foi
o reagente utilizado para revelar aminodcidos e aminas, com a identifica¢do de cores violeta-
vermelho e vermelho-marrom (WAGNER et al., 1983). Os padrdes de aminodcidos testados
foram os seguintes: L-cisteina, L-arginina, L-leucina, L-asparagina, L.-alanina, L-tirosina, L-
fenilalanina, L-glutamina e L-prolina. Para observar a presenca de agucares, as amostras
foram submetidas as mesmas condicdes citadas acima, sendo os padrdes utilizados L-sorbose,

D-glucose, D-frutose, L-arabinose, L.-ramnose.

3.7 Analises dos dleos essenciais por cromatografia gasosa - CG

Para a determinacdo qualitativa e quantitativa dos componentes quimicos foram
utilizados dados obtidos em colaboracio com o Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas de
Blumenau, IPT-FURB, Blumenau — SC.

Os componentes dos 6leos essenciais obtidos por hidrodestilacdo e arraste a vapor
foram analisados por CG ¢ CG-EM em um Cromatégrafo Gasoso Varian® CP-3800 acoplado
ao detector de ionizacdo de chama ou ao Espectrometro de Massas Saturn® 2000, utilizando o
software de gerenciamento Saturn® GC-MS Workstation 5.51. Tanto na andlise por CG com

Detector de Ionizacdo de Chama (CG-DIC) como na CG-EM, foi utilizada uma coluna apolar
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CP-Sil 8 CB Low Bleed/MS (30 m x 0,25 mm) e filme com espessura de 0,25 pm. O fluxo do
gds de arraste foi de 1,0 mL/min, a temperatura do injetor foi mantida em 250°C e a do
detector a 200°C. A temperatura do forno foi programada para iniciar a 60°C, permanecendo
ai por 3 min, subindo 5°C/min até 220°C e permanecendo na temperatura final por 15 min.

A identificacdo dos compostos individuais foi realizada inicialmente pelo célculo do
Indice de Kovits (IK) de cada componente, através da comparagio do tempo de retencio da
amostra (Figura 6) em relag@o a padrdes de n-alcanos (Figura 7), o que pode ser chamado de
Indice de Retencdo, proposto por Kovéts em 1958 como um parimetro para identificacio de
solutos em cromatogramas (SKOOG, 2002). O IK relaciona o tempo de retengdo dos
compostos ao tempo de retencdo de uma série de hidrocarbonetos homdlogos. Tais indices
permitem uma comparacdo melhor dos dados sendo calculados pela féormula abaixo (CAZES;

DEKKER, 2004).

Férmula para o calculo dos Indices de Kovats

t(n)x - t(r)y
KIx = 100y + 100(z-y)

t(r)z - t(r)y
Onde:
y = n° de carbonos do padrio a esquerda;
z =n° de carbonos do padrio a direita;
t(r)x = tempo de reten¢do do composto considerado;
t(r)y = tempo de reten¢do do padrdo a esquerda;

t(r)z = tempo de retencdo do padrdo a direita.

A seguir, os espectros de massas de cada componente foram comparados com os

fornecidos pelo banco de dados do sistema. Para a quantificagdo dos compostos foram
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utilizados as percentagens do detector DIC, comparando-se os IK inicialmente calculados,

com os obtidos com os dados fornecidos pelo detector (Figura 8).

u R S N— J
Time: 950 1246 1544 1839 2135 2432 2729 3026 33.21 36.19

Figura 6 — Cromatograma dos componentes do dleo essencial
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Figura 8 — Cromatograma dos componentes do é6leo essencial (CG-DIC)

3.8 Analise microbiolégica do dleo essencial

As andlises microbioldgicas do 6leo essencial obtido por arraste a vapor do espécime
feminino, foram realizadas sob a orientacdo da Prof®. Dr*. Elizabete Brasil dos Santos, no
Laboratério de Microbiologia Clinica - UEPG. A avaliagdo da atividade antimicrobiana

utilizou vérias cepas de bactérias e leveduras envolvidas em patologias humanas.

3.8.1 Método de difusdo em disco

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial foi avaliada pelo método de difusdo em
disco (KONEMAN et al.,, 2001; RIOS et al, 1988). As suspensdes bacterianas de
Enterococcus faecalis ATCC 19433, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Escherichia coli ATCC 25922, bem como Bacillus cereus,
Staphylococcus saprophyticus, Klebsiella pneumoniae e Candida albicans (levedura)

isolados da clinica foram preparadas e padronizadas em suspensdes de 10% células/mL.
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Aliquotas de 0,1 mL foram semeadas em triplicata, em placas contendo dgar Mueller-Hinton,
sendo as placas incubadas a 37°C por 10 min para secagem. O 6leo essencial foi suspenso em
Tween-80 na propor¢do 6:4, sendo os discos de papel de filtro com 6 mm de didmetro
esterilizados e impregnados com 2 pL da suspensdo acima e colocados sobre o material
semeado. Como controle positivo foram usados discos de cloranfenicol (30 pg) e nistatina
100 UI para leveduras e, como controle negativo, disco estéril impregnado com Tween-80. As
placas foram incubadas em estufa a 37°C por 24 horas, sendo realizadas as medidas (em mm)
dos halos de inibicdo do crescimento microbiano formados ao redor do disco, conforme

ilustra a Figura 9.

Figura 9 - Difusao em disco

3.8.2 Concentracao inibitéria minima - CIM

A CIM do dleo essencial foi determinada pelo ensaio de dilui¢do em caldo, seguindo
metodologia descrita por Koneman e colaboradores (2001) e Rios e colaboradores (1988),
com experimentos feitos em triplicata. O dleo essencial foi suspenso em Tween-80 para
obtengdo de uma suspensao estoque, a qual foi transferida para o primeiro tubo, e diluicdes

seriadas foram preparadas em 5 tubos com as concentragées de 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12
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puL/mL diluidas em caldo de Mueller-Hinton. Cloranfenicol e nistatina foram novamente
utilizados como controles positivos ¢ Tween-80 como controle negativo. Apds incubacido a
35°C durante 18 horas os tubos foram examinados visualmente para verificar a ocorréncia de

turvacgao.

3.9 Analise microbiolégica dos extratos organicos

Os ensaios microbioldgicos com os extratos CHCl;, AcOEt, MeOH das folhas, cascas
e lenho do espécime feminino de B. semiserrata foram efetuados no Laboratério de
Microbiologia Clinica — UEPG. A atividade antimicrobiana foi avaliada pelo método de
difusdo em meio sélido por cavidade/placa (CLEELAND, SQUIRES, 1991; RIOS et al.,
1988), utilizando as mesmas cepas microbianas citadas anteriormente. Cada suspensdo foi
previamente preparada em soro fisiolégico, padronizado pelo tubo 0,5 da escala McFarland,
correspondendo a aproximadamente 10® células/mL. A semeadura foi feita em placas de Petri
contendo o meio dgar Mueller-Hinton, com 0,1 mL das suspensdes microbianas, incubadas a
37°C por 10 minutos para secagem. Foram feitas cavidades com 7 mm de didmetro e 5 mm de
profundidade nas placas, as quais foram preenchidas com 40 uL de solucdo contendo 1 mg de
cada extrato dissolvido em dimetilsulféxido (DMSO). As placas foram incubadas em estufa a
37°C por 24 horas. Foram utilizados como controles positivos cloranfenicol para as bactérias
e nistatina para leveduras, e DMSO como controle negativo. Todos os ensaios foram
efetuados em triplicata, sendo a média (em mm) das leituras consideradas como resultado
final, sendo realizado da mesma maneira que o método de difusdo em disco as medidas em

mm dos halos de inibicdo do crescimento microbiano, formados ao redor de cada cavidade.
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3.10 Analise bioquimica
Os métodos bioquimicos foram ensaiados com extrato aquoso padronizado das folhas

de B. semiserrata feminina e também extrato aquoso liofilizado.

3.10.1 Extratos aquosos de B. semiserrata
Os extratos aquosos foram obtidos a partir de 2 g das folhas secas e trituradas em um
processador para aumentar a superficie de contato, sendo submetidas a dois diferentes

Processos:

a) extracdo exaustiva com 300 mL de H,0 como solvente, realizada em aparelho Soxhlet,
com extragdo continua por 25 horas;

b) do extrato acima obtido, 250 mL foram submetidos a liofiliza¢do, com um rendimento
final de 453 mg (22,65% p/p), permitindo o calculo da concentragcdo do extrato aquoso
utilizado nos testes bioquimicos.

Para os ensaios in vitro, os extratos foram utilizados indistintamente em concentracdes
que variaram de 22 a 1110 pg/mL, sendo que as mesmas foram selecionadas por nio

apresentarem espectro de absor¢do na regido visivel.

3.10.2 Deteccao de saponinas

A deteccdo de saponinas foi realizada pelo teste de acdo superficial com extrato
aquoso obtido a partir do decocto do vegetal. Apds agitacdo enérgica do extrato filtrado em
tubo de ensaio, a formagdo de espuma que persiste com a adi¢cdo de um acido mineral diluido

(no caso HCI) indica a presenca de saponinas (SCHENKEL et al., 2000).
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3.10.3 Dosagem de proteinas

A dosagem de proteina total foi conduzida pelo método de Lowry (1951), com curva
padrio de soro albumina bovina (BSA). O método de Lowry fundamenta a determinagio
quantitativa de proteinas pelo uso do reagente de Folin-Ciocalteau, que sofre redugdo na
presenca de proteinas em solugé@o, gerando cromdéforos azuis com absor¢do caracteristica na
faixa de 700-750 nm. Os principais croméforos sdo as ligacdes peptidicas, residuos
aromadticos de aminodcidos Triptofano e Tirosina e as cadeias polares. Para este ensaio, o
extrato aquoso liofilizado das folhas de B. semiserrata foi testado em dilui¢des de 1000x,

500x e 250x.

3.10.4 Obtencio do precipitado de hemacias

Sangue controle de tipagens sangiiineas A", B*, O" e O foram obtidas do Banco de
Sangue da Santa Casa de Misericdrdia de Ponta Grossa. Os concentrados de hemécias foram
lavados em PBS isotonico (tampdo fosfato de potdssio 5 mM, NaCl 154 mM, pH 7.4)
submetidos a sucessivas centrifugacdes (Centrifuga HT Centribio, TDL 80-2B) a 700xg por
10 minutos até obtencdo do sobrenadante limpido e precipitado contendo um hematdcrito de

100% (Figura 10).
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Figura 10 — Obtencao do precipitado de hemacias

3.10.5 Perfil hemolitico

As diversas concentragdes do extrato aquoso foram incubadas com hematdcrito 0,8% a
37°C por 45 minutos, sob constante agitacdo (150 rpm) (Incubator Shaker — New Brunswick
Scientific — Modelo: Classic C 24). Ap6s incubagio as amostras foram novamente submetidas
a centrifugacdo, sob as mesmas condi¢des citadas anteriormente, para entdo serem conduzidas
as leituras em espectrofotdmetro (Shimadzu UV — 1650PC UV - visible spectrophotometer).
Os ensaios foram conduzidos em PBS isoténico, tendo como controle hemolise total (HT) —
solubilizacdo de eritrcitos em 4gua destilada, causando a ruptura total das células e a
hemolise mecanica (HM) — hematdcrito em tampao fisioldgico, nesse caso, lise minima. As
medidas hemoliticas foram obtidas por espectrofotometria de absor¢do UV-Vis, em 540 nm

para acompanhamento da hemoglobina liberada, ou seja, da ruptura parcial ou total da
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membrana eritrocitdria; enquanto a razdo 630nm / 540 nm forneceu uma medida da oxidagdo
parcial da hemoglobina (ANTONINI ez al., 1971).
O efeito hemolitico (% de Hemdlise) pode ser acompanhado medindo a concentragio
de hemoglobina no sobrenadante de acordo com a férmula:
A~ AHM

a

% Hemolise =
HT — AHM

Onde, A,, Agm € Agr sdo respectivamente as absorbancias da amostra, dos controle de HM e

HT.

3.10.6 Ensaios em MEV

Foram retiradas aliquotas de 50 pL. da maior e menor concentra¢io ensaiada e também
do controle (HM), foi realizado o esfregaco em laminulas previamente esterilizadas,
colocadas para secar, sendo fixadas e coradas pelo método de coloragdao de células May-
Griinwald-Giemsa (MOURA, 1987). As laminulas foram metalizadas com Au ¢ submetidas a
microscopia eletronica de varredura — MEV (JEOL JSM-6360 LV SCANNING ELECTRON
MICROSCOPE), sendo de 14.000x o aumento maximo e 20 kV a tensdo maxima utilizada

para estas andlises.

3.10.7 Bioatividade frente a H,O,

Este método permite detectar a atividade redutora dos extratos frente a um agente
oxidante, o H,O,. Em uma primeira etapa, os ensaios foram preparados com aliquotas de 50
pL de hematdcrito 0,8% em PBS isotonico, as quais foram adicionados 5 pL de azida, cuja
funcdo € inibir a catalase — uma das enzimas responsaveis pela degradacao do H,O, — sendo

incubados a 37°C por 15 minutos, sob agitacio (150 rpm). Na segunda etapa, foram
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acrescentadas as diversas concentragdes dos extratos aquosos € novamente incubados a
mesma temperatura por 30 minutos, sob agitacdo. Finalmente, na terceira etapa foram
colocados 5 pLL de H,O, 240 mM como agente oxidante, retornando a incubag@o nas mesmas
condicdes por 15 minutos. Apds a dltima incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 700xg
por 10 minutos, sendo em seguida submetidas as leituras em espectrofotdmetro (Shimadzu
UV - 1650PC UV - visible spectrophotometer), tendo como controles: 1) HT, 2) HM, 3) PBS
+ azida + H,O,, 4) PBS + azida + hematdcrito, 5) PBS + azida + H,O, + hematdcrito, 6) PBS
+ H,0; + hematdcrito, 7) PBS + azida + hematdcrito + concentragdo do extrato aquoso mais
elevada. As medidas da atividade antioxidante foram obtidas por espectro de absor¢do entre
220 e 700 nm, a razdo dos valores em 540 e 630 nm considerada como indicativa de oxidagdo

parcial da hemoglobina.

3.10.8 Atividade frente a DPPH

Esta andlise foi efetuada em colabora¢do com o prof. Dr. Armindo Antonio Alves, do
Instituto de Biologia, da UNICAMP-SP.

O seqiiestro do radical livre estdvel 1,1-difenil-2-picrilidrazil (DPPH) tem sido
bastante utilizado para avaliar o potencial redutor de extratos vegetais, alimentos, entre outros
(BANERIEE et al., 2005; TAPIA et al., 2004; SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2003;
BRACA et al., 2001). Aqui, o extrato aquoso liofilizado de B. semiserrata foi utilizado para
detectar a possivel atividade re