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RESUMO

Baccharis milleflora (Less.) DC. popularmente conhecida como carqueja, carqueja
do lajeado, possui poucos estudos registrados na literatura. E utilizada na medicina
popular como diurética e estomaquica. O objetivo desse trabalho foi realizar a
analise morfoanatémica, caracterizar o 0leo essencial (OE) e avaliar as atividades
antioxidante, antimicrobiana, pediculicida, citotoxica e imunomoduladora. Por meio
de microscopia oOptica e de microscopia eletrénica de varredura foram evidenciados
estbmatos anomociticos e actinociticos, tricomas glandulares capitados bisseriados,
tectores flageliformes simples e dutos secretores de produtos lipofilicos. Os
compostos majoritérios identificados por CG/EM nas quatro esta¢cées do ano foram:
trans-cariofileno, a-humuleno, germacreno D e o biciclogermacreno. A atividade
antioxidante pelo método DPPH apresentou ICso entre 15,45 pg/mL — 21,06 pg/mL e
pelo método ABTS ICs, entre 3,85 pg/mL — 4,60 pg/mL. A atividade antioxidante pelo
fosfomolibdénio foi de 77,9% a 79,81%. O indice antioxidante pelo TBARS variou de
12,60% a 29,06%. Foi verificada atividade frente a S. aureus nas quatro estagdes
por microdiluicdo em caldo. A atividade pediculida apresentou um IR de 80,65% e
um KTso de 10,63 min. O OE apresentou citotoxicidade frente as linhagens Jurkat,
Raji e HL-60 pelo ensaio de redugcdo do brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-
difenil-tetrazélio (MTT) e inibiu a proliferacdo celular (30 e 100 pug/mL) por afetar o
contetdo de DNA. A 10 pyg/mL diminuiu significativamente o conteido de DNA nas
trés linhagens tumorais mediante o ensaio com o iodeto de propideo. O dleo
essencial a 60 pg/mL gerou parada em GO/G1 com uma diminuicdo no numero de
células nas fases S e G2/M. A coloracdo com EB/AO e Hoechst 33342 demonstrou
que o OE provoca a morte celular por mecanismos de necrose e apoptose. O indice
de seletividade de 3,97 obtido reforca a seletividade deste 6leo frente as células
malignas Raji. Frente as células J774 o Oleo essencial (30 e 100 pg/mL) apresentou
moderado efeito citotoxico pelo ensaio do MTT e da sulforodamina com valores de
ICso independentes do tempo de exposicdo. As células J774 incubadas com OE (8
pMg/mL) apresentaram uma reducdo estatisticamente significativa na producao de
oxido nitrico. A 10 e 20 pg/mL o OE néo inibiu a producdo de espécies reativas de
oxigénio nos tempos avaliados. A capacidade fagocitica do OE utilizando particulas
ndo opsonizadas de zimozan foi de aproximadamente 40%, sugerindo atividade
imunomoduladora.

Palavras-chave: Antioxidante. Baccharis milleflora. Cultura celular. Oleo essencial.
Pediculicida.



ABSTRACT

Baccharis milleflora (Less.) DC. popularly known as carqueja, carqueja do lajeado,
has few studies registered in the literature. It is used in folk medicine as diuretic and
stomatal. The objective of this work was to perform the morphoanatomic analysis, to
characterize the essential oil (EO) and to evaluate the antioxidant, antimicrobial,
pediculida, cytotoxic and immunomodulatory activities. Scanning electron microscopy
and optical microscopy revealed anomocytic and actinocytic stomata, bisserial
capillary glandular trichomes, simple flagelliform tectonics and secretory ducts of
lipophilic products. The major compounds identified by GC/MS in the four seasons
were: trans-caryophyllene, a-humulene, germacrene D and bicyclogermacrene. The
antioxidant activity by the DPPH method presented ICso between 15.45 pg/mL -
21.06 pg/mL and by ABTS method ICso between 3.85 pg/mL - 4.60 pg/mL. The
antioxidant activity by fosfomolibdenium was 77.9% to 79.81%. The antioxidant index
by TBARS ranged from 12.60% to 29.06%. Activity against S. aureus was verified in
the four seasons by broth microdilution. The repellent activity had an repellency index
of 80.65% and a KTsp of 10.63 min. Essential oil showed cytotoxicity against the
Jurkat, Raji and HL-60 cells by the MTT assay and inhibited cell proliferation (30 and
100 ug/mL) for affecting the DNA content. At 10 ug/mL significantly decreased the
DNA content in the three tumor lines by the propidium iodide assay. The essential oil
at 60 pg/mL generated a GO/G1 arrest with a decrease in the number of cells in the S
and G2/M phases. The staining with EB/AO and Hoechst 33342 demonstrated that
EO causes cell death by mechanisms of necrosis and apoptosis. The selectivity
index of 3.97 obtained reinforces the selectivity of this oil against the Raji malignant
cells. The EO (30 and 100 pg/mL) presented a moderate cytotoxic effect in J744 cells
by the MTT and SRD assay with ICs values independent of the exposure time. J774
cells incubated with EO (8 ug/mL) showed a statistically significant reduction in nitric
oxide production. At 10 and 20 pg/mL EO did not inhibit oxigen-reactive species
production at the times evaluated. The phagocytic capacity of EO using non-
opsonized zimozan particles was approximately 40%, suggesting immunomodulatory
activity.

Key-words: Antioxidant. Baccharis milleflora. Cell culture. Essential oil. Pediculicide.
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais utilizadas desde as antigas civilizagdes para tratar e
curar enfermidades tem sido objeto de incessantes estudos de modo que suas
acOes farmacoldgicas sdo comprovadas através de testes cientificos pré-clinicos e
clinicos (CALIXTO et al.,, 1990; SAMUELSSON, 1992; CECHINEL, 1995). A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) define como plantas medicinais “todo e
qualquer vegetal que possui, em um ou mais 6érgaos, substancias que podem ser
utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semi-
sintéticos” e frequentemente séo utilizadas in natura na forma de chas obtidos por
infusdo e maceracdo sendo muitas vezes o Unico recurso terapéutico de populactes
carentes. No inicio da década de 1990 a OMS divulgou que 65-80% da populacdo
dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como Unica
forma de acesso aos cuidados basicos de salude (AKERELE et al.,1993).

As espécies medicinais também s&o usadas como fonte de matérias-primas
farmacéuticas, como modelos para o desenvolvimento de medicamentos sintéticos e
como material de partida para a producdo semi-sintética de moléculas de alta
complexidade (BRUSCHI et al., 2000; GARLET, 2000; POSSAMAI, 2000). Desse
modo é observado um grande avanco cientifico envolvendo estudos quimicos e
farmacoldgicos o que pode ser comprovado pelo crescente aumento no nimero de
trabalhos publicados. A pesquisa com plantas envolve diversos estudos como
etnofarmacoldgicos; isolamentos, purificacbes e caracterizacdo de compostos;
investigacOes farmacoldgicas; transformacdes quimicas de principios ativos; relacéo
estrutura/atividade; mecanismos de acao entre outros. Por meio desse conjunto de
estudos é possivel obter informacdes que venham a auxiliar na descoberta de novos
medicamentos (MACIEL et al., 2002).

No Brasil, a familia Asteraceae também conhecida como Compositae
pertencente a classe das angiospermas e compreende cerca de 300 géneros e
2.000 espécies (SOUZA et al., 2005). Segundo Cronquist (1981), sdo encontradas
como ervas, arbustos e arvores estando bem distribuidas em regides tropicais,
subtropicais e temperadas prevalecendo em formagbes campestres e montanhosas
e menos frequente em formacdes florestais. Possui grande importancia nos cerrados

brasileiros devido a sua ampla comercializagdo (MENDONCA et al., 1998). Algumas
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espécies de Asteraceae sdo utilizadas na alimentacdo humana e animal, na
producdo de cosméticos e como medicinais.

O género Baccharis, amplamente distribuido nessa familia, & conhecido por
suas propriedades terapéuticas e aromaticas sendo empregado como diurético,
antioxidante, anticarcinogénico, antimicrobiano, anti-inflamatério, entre outros
(ALICE et al., 1985; KADA et al., 1985; AVANCI et al., 2000; CIFUENTE et al., 2001,
JANUARIO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005; ABAD et al., 2006; FERRONATTO et
al., 2007). Aproximadamente 170 espécies de Baccharis sdo descritas no Brasil,
sendo que 80 foram relatadas no estado do Parana (HEIDEN et al., 2012) e cerca de
102 apresentaram estudos quimicos ou farmacolégicos de acordo com o
levantamento realizado por Verdi et al. (2005). Os principais compostos encontrados
nesse género foram flavonoides e terpenoides como monoterpenos, sesquiterpenos,
diterpenos e triterpenos (VERDI et al., 2005).

Entre as espécies pertencentes a esse género encontra-se Baccharis
milleflora, conhecida popularmente como carqueja-do-lajeado. Essa espécie mede
entre 0,75 a 2 m de altura e é descrita como um arbusto com caule e ramos eretos
trialados, com alas medindo entre 03-05 cm, aplanadas e com folhas atrofiadas.
Habita solos rasos, umidos, banhados e lajeados com &gua parada. Ocorre nas
regides Sudeste (SP) e Sul (PR, SC e RS) do Brasil e frequentemente forma
populacdes densas em formagdes abertas e ensolaradas. Os estudos envolvendo B.
milleflora estéo restritos a revisdes taxondmicas e a composi¢cdo quimica do 6leo
essencial (JUDD et al.,, 1999; AGOSTINI et al., 2005; HEIDEN et al., 2009;
SCHNEIDER, 2009). Dessa forma, o presente trabalho visa contribuir com
informacBes sobre a composicdo quimica, morfoanatdmica e medicinal dessa
espécie, particularmente do seu Oleo essencial, por meio da investigacdo de

diferentes atividades bioldgicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Realizar a anédlise morfoanatémica dos cladddios e investigar a composi¢ao
quimica, as atividades antioxidante e antimicrobiana sazonalmente e avaliar a acao
pediculicida, citotoxica e imunomoduladora do pool do 6leo essencial de Baccharis
milleflora DC.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Efetuar a coleta dos cladddios de B. milleflora em diferentes estacées do ano;

- Realizar a anélise morfoanatdomica dos cladddios de B. milleflora;

- Extrair o 6leo essencial de B. milleflora coletada em diferentes estacées do ano,
por hidrodestilacéo;

- ldentificar e quantificar os compostos volateis presentes no 6leo essencial de B.
milleflora, coletadas em diferentes estacfes do ano, por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa,

- Comparar a constituicdo dos 6leos essenciais obtidos dos clad6dios durante o
outono, inverno, primavera e verao;

- Avaliar sazonalmente a atividade antioxidante in vitro do 6leo essencial de B.
milleflora (DPPH, complexo fosfomolibdénio, TBARS e ABTS);

- Avaliar sazonalmente a atividade antimicrobiana in vitro do 6leo essencial de B.
milleflora por microdiluigdo em caldo;

- Determinar a atividade repelente e fumegante do pool do éleo essencial de B.
milleflora contra o Pediculus humanus capitis;

- Investigar a acao citotéxica in vitro do pool do 6leo essencial de B. milleflora sobre
as linhagens tumorais Jurkat, Raji, HL-60;

- Investigar a acdo imunomoduladora in vitro do pool do 6leo essencial de B.

milleflora sobre a linhagem celular J774.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 FAMILIA ASTERACEAE

A familia Asteraceae, também conhecida como Compositae, € a maior
familia das Magnoliophyta (Angiospermae), compreende 25.000 espécies
pertencentes a 1.600 géneros dispostos em 17 tribos e trés subfamilias:
Asteroideae, Cichorioideae e Barnadesioideae (BARROSO, 1991; JOLY, 1998;
BREMER, 1994). No Brasil, essa familia apresenta aproximadamente 300 géneros e
2.000 espécies (SOUZA et al., 2005).

A inflorescéncia caracteristica das Asteraceae € o capitulo, formado por
flores sésseis e estéreis, assentadas sobre um receptaculo comum (BARROSO,
1991; JOLY, 1998; JUDD et al.,1999; SOUZA et al., 2005). Os representantes da
familia Asteraceae apresentam folhas simples, alternas, opostas ou verticiladas,
geralmente inteiras ou ligeiramente denteadas, porém nunca compostas,
apresentando a forma de uma espatula (PENNA, 1921). Possuem tricomas
glandulares que secretam O6leos essenciais. Essas estruturas estdo localizadas
principalmente em depressdes na epiderme e recebem diferentes designa¢des como
glandulas, pélos glandulares e pélos secretores (SOLEREDER, 1908). As sementes
possuem papus plumosos, apéndices e estruturas de aderéncia que contribuem
para sua dispersdo podendo ser encontrada nos mais diversos habitates,
preferencialmente em ambientes campestres e em condi¢des climaticas variadas,
em regides tropicais, subtropicais até temperadas, prevalecendo em formacdes
campestres e montanhosas e, menos frequentemente, em formacdes florestais
(CRONQUIST, 1981).

Cronquist (1988), atribuiu o0 sucesso evolucionario dessa familia a producao
e variabilidade de metabdlitos secundérios como derivados de &cido cafeico,
flavonoides, alcaloides, associacdo de poliacetilenos e lactonas sesquiterpenicas e
aos terpenoides, do que propriamente a sua morfologia floral especializada.
Segundo Jones (1977) e Bremer (1994), esta familia € abundante no Sudoeste dos
Estados Unidos, México e extremo Sul do Brasil, estando presente também ao longo
dos Andes, no Mediterraneo, Sudoeste e Centro da Asia, Africa do Sul e Austrélia,
sendo considerada cosmopolita (HEYWOOD, 1996). Representa cerca de 20% da

flora de regides Andinas e da Patagbnia enquanto na regido Amazonica seu nimero
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€ insignificante (BARROSO, 1991). As pesquisas envolvendo as Asteraceae
iniciaram com o trabalho de Baker (1873), sendo observado um aumento nos
estudos quanto a morfologia, anatomia, fitoquimica e também em relacdo a sua
sistematica, o0 que permite um melhor conhecimento sobre o enquadramento
taxondmico de espécies de Asteraceae (HOLMES, 1996; BREMER, 1994).

Muitas espécies sao utilizadas na alimentacdo como o girassol (Helianthus
annuus L.) e a salsa (Tragopogon profolius L.), na producdo de cosméticos,
inseticidas, corantes e como ornamentais (Chrysanthemum coronarium L.). Por outro
lado, algumas espécies sdo indesejaveis pelo fato de invadirem os campos e
deslocarem os pastos como € o0 caso do abrolho (Xanthiunm cavanillesii Schov.)
(BURKART et al. 1974). Entre as aplicacdes terapéuticas das espécies da familia
Asteraceae, as mais frequentes sao: antiflogistica, hepatoprotetora, anti-helmintica,
antisséptica e anti-neoplasico, apresentando elevada importancia econbmica e
farmacolégica (JONES, 1977; JUDD et al.,, 1999, BREMER, 1994; SOUZA;
LORENZI, 2005).

3.2 GENERO Baccharis

O género Baccharis L., compreende cerca de 500 espécies que se
apresentam como arbustos medindo 0,5 a 4,0 m de altura, localizadas dos Estados
Unidos até a Argentina (GIULIANO, 2001). Aproximadamente 120 espécies estao
descritas no Brasil e sdo encontradas com mais frequéncia na regido Sul (BUDEL et
al., 2005). No Rio Grande do Sul quinze espécies do grupo Trimera foram citadas
(DIESEL,1987), o qual apresenta expansfes caulinares ou asas que constituem 0s
cladodios. No Brasil e na Argentina essas espécies sdo popularmente chamadas de
carqueja e apresentam dois ou trés cladodios alados que sdo morfologicamente
similares. De acordo com Barroso (1976), os cladddios sdo caracteristicas
marcantes nas carquejas e desempenham o papel de folhas, as quais estéo
totalmente ausentes ou reduzidas.

O nome carqueja € utilizado também para as espécies de ramos nao alados
como B. tridentata Vahl, conhecida como carqueja folhuda (CORREA, 1984).
Entretanto, deve-se salientar que muitas espécies nao aladas como B. patens Baker,

B. megapotamica Sprengel e B. coridifolia DC., produzem metabdlitos secundarios
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toxicos como demonstrado no estudo realizado por Sebold e Bianchi (1997) em que
houve a morte de até 100% dos camundongos utilizados no estudo.

Varias Baccharis tem demonstrado atividades biologicas como B. crispa e B.
notosergila utilizadas para tratar feridas e inflamacdes (BANDONI et al., 1978), B.
genistelloides usada para combater desordens digestivas, malaria, Ulceras, diabetes,
anemia, diarréia, inflamacdes urinérias, amigdalite, verminoses, entre outras (MELO
et al., 2001), sendo essas atividades responsaveis pelo elevado valor soécio-
econdbmico. Contudo, espécies pertencentes a esse género também podem
apresentar aspectos negativos devido a presenca de substancias toxicas como 0s
tricotecenos presentes em B. megapotamica e B. coridifolia e que foram
responsaveis pelo 6bito de animais apés sua ingestdo (JARVIS et al., 1991).

No género Baccharis € comum a ocorréncia de equivocos entre diferentes
espécies chamadas pelo mesmo nome popular e utilizadas para a mesma finalidade.
Pode-se atribuir a ocorréncia desses equivocos ao pequeno numero de estudos de
controle de qualidade e morfoanatomia acarretando prejuizos ainda maiores a
saude. Mentz e Schenkel (1989) relataram diversas contradicdes nas indicacdes
terapéuticas em bulas de produtos a base de carqueja e ressaltaram também que a
semelhanca morfolégica entre algumas espécies favorece a adulteracao.

3.3 Baccharis milleflora (Less.) DC.

Baccharis milleflora (Less.) DC., vulgarmente conhecida como carqueja,
carqueja-do-lajeado, € usada na medicina popular como diurética e estomaquica
(BUDEL et al., 2005). Esta distribuida no Sudeste e Sul do Brasil e habita campos
secos ou molhados, pantanos, margens de florestas, campos de altitude elevada e
locais sombreados. Apresenta afinidade com B. glaziovii e B. apicifoliosa, pela
semelhanca na disposicdo e no tamanho dos capitulos, distinguindo-se pela
auséncia de limbo foliar e pela maior largura das alas (HEIDEN et al., 2009;
SCHNEIDER, 2009) (FIGURA 1).
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FIGURA 1 — ASPECTO GERAL DO HABITAT DE Baccharis milleflora (LESS.) DC. ASTERACEAE

FONTE: A autora (2013).

Pelo enquadramento taxonémico proposto por De Candolle (1836),
Baccharis milleflora DC. pertence ao grupo das dicotiledéneas, a classe das
Equisetopsidas, subclasse Magnoliidae, subordem Asteranae, ordem Asterales,
Familia Asteraceae, genéro Baccharis. De acordo com Heiden et al. (2009), seu
nome significa mil flores, relativo as inUmeras flores e inflorescéncias. Floresce de
setembro a fevereiro, na primavera e verdo, frutificando logo apés (HEIDEN et al.,
2009; SCHNEIDER, 2009) (FIGURA 2).
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FIGURA 2 — ASPECTO DA INFLORESCENCIA DE Baccharis milleflora (LESS.) DC. ASTERACEAE

FONTE: Heiden (2014).

3.4 OLEOS ESSENCIAIS

O Brasil esta entre os maiores produtores de 6leo essencial ao lado da india,
China e Indonésia. Antigamente, o pais exportava grandes quantidades de Oleo
essencial de pau-rosa, sassafras e menta. De acordo com Coppen (1995), em 1995
o Brasil era o unico fornecedor de 6leo essencial de pau-rosa (Aniba roseaodora var
amazonica Ducke) e a sua posi¢cao de destaque na producéo e exportacéo devia-se
principalmente aos 6leos essenciais citricos provenientes da industria de sucos.

A designacgao de “6leo” é devido ao fato de serem liquidos de aparéncia
oleosa a temperatura ambiente, tendo como principal caracteristica a volatilidade,
diferenciando-os dos 6leos fixos, que sdo misturas de substancias lipidicas obtidas
normalmente de sementes, como, por exemplo, soja, mamona e girassol. Possuem
aroma agradavel e intenso, em geral sdo pouco estaveis, principalmente na

presenca de ar, calor, luz, umidade e metais. S&o incolores ou claros, com sabor
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acido e picante, imisciveis com a agua e soluveis em solventes apolares como o éter
(SIMOES; SPITZER, 2003).

Os oOleos essenciais sédo definidos como misturas complexas de baixo peso
molecular que podem conter de 20 a 60 ou mais compostos diferentes, nas mais
variadas concentragbes, sendo alguns altamente volateis e capazes de gerar
sabores e/ou aromas. Geralmente possuem dois ou trés compostos majoritarios em
concentracdo elevada quando comparados com os demais, presentes somente em
tracos, podendo esses compostos em quantidades infimas serem fundamentais para
a acdo farmacoldgica dos demais (BAKKALI et al., 2008; GALINDO et al., 2010).

Os oleos essenciais sdo encontrados isoladamente ou misturados entre si,
retificados, desterpenados ou concentrados. Os produtos retificados sdo aqueles
gue foram submetidos a um processo de destilacdo fracionada para concentrar
determinados componentes; os que foram parcialmente desterpenados sao
chamados de concentrados e aqueles dos quais foram retirados quase a totalidade
dos terpenos sao ditos desterpenados (BRASIL, 2007). Os 6leos essenciais atuam
como uma barreira quimica produzindo compostos toxicos ou repelentes, liberando
exsudatos que formam camadas continuas na superficie foliar, aumentando a
refracdo de luz e diminuindo a temperatura, atuam ainda na atragéo de polinizadores
(SIMOES; SPITZER, 2003).

Podem ser extraidos de diferentes partes das plantas como frutos, flores,
cascas, troncos, galhos, raizes, rizomas e sementes, entretanto, sua composi¢ao
quimica pode variar assim como as caracteristicas fisico-quimicas e os odores
(ROBBERS et al., 1997; SIMOES et al., 2000). A composi¢éo quimica de um 6leo
essencial quando extraido de um mesmo 6rgdo de uma mesma espécie pode variar
significativamente, sendo influenciada por fatores como estagio de desenvolvimento,
condicdes climaticas, solo e época de coleta (REIS et al., 2003; SIMOES; SPITZER,
2003).

Ha diversas maneiras de obter o 6leo essencial como a “enfleurage”. Nesse
processo as pétalas das flores sdo depositadas, a temperatura ambiente, sobre uma
camada de gordura, durante um periodo de tempo. Essas pétalas sdo esgotadas e
substituidas por novas até a saturacao total quando a gordura € tratada com alcool e
assim obtido um 6leo de elevado valor comercial (SIMOES et al., 2007; BANDONI et
al., 2008).
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Para se extrair pequenas quantidades pode ser empregado o aparelho de
Clevenger, sendo esse um procedimento classico. Existe ainda a extragdo com
solventes organicos, porém, ocorre simultaneamente a extracdo de outros
compostos lipofilicos ndo agregando valor comercial. Para a extracdo de Oleos
essenciais de frutos citricos é utilizada a prensagem. Por fim, existe ainda a extracédo
por CO, supercritico que permite recuperar os aromas naturais de varios tipos e nédo
somente do 6leo essencial, de um modo bastante eficiente, sendo muito utilizado
pela industria (SIMOES et al., 2007; BANDONI et al., 2008).

A qualidade dos oleos essenciais é influenciada por varios fatores como
condi¢cdes ambientais, variabilidade de sua composicdo, adulteracdo através da
adicdo de compostos sintéticos e até mesmo a falsificacdo completa do Oleo
essencial (SIMOES, 2002). Algumas propriedades como o indice de refracdo e
atividade Optica podem ser utilizadas para auxiliar no controle de qualidade
(SIMOES; SPITZER, 2007). O 6leo obtido de uma planta pode ser utilizado como
caracteristica para aquela espécie. Embora muitos oleos diferentes apresentem
compostos qualitativamente iguais, as diferencas quantitativas fardo com que aquele
6leo tenha propriedades quimicas e biolégicas diferentes dos demais (TROMBETTA
et. al, 2005; EDRIS, 2007).

Conforme relata Bandoni (2008), as propriedades farmacologicas atribuidas
aos Oleos essencias sao diversas e de extrema valia principalmente quando
comparadas aos medicamentos, como por exemplo, a sua volatilidade, que os torna
ideais para uso em nebulizacbes, banhos de imersdo ou simplesmente em
inalagcdes. Devido a sua volatilidade e ao baixo peso molecular de seus compostos
eles podem ser rapidamente eliminados do organismo por meio das vias
metabdlicas. Outras atividades ja foram comprovadas nos 6leos essenciais como
antiviral, antisséptica, nutricional, antifingica, bacteriostatica e/ou bactericida, sendo
essa Ultima atribuida principalmente aos compostos terpenoides (BURT, 2004).

Os compostos presentes nos 6leos essenciais sdo formados via acido
mevalbnico por derivacdo quimica de terpenoides ou a partir dos fenilpropanoides
provindos do &cido chiquimico (SIMOES et al., 2000). A via do mevalonato ocorre
preferencialmente no citoplasma das células e sua origem biossintética pode ser
resumida pelo metabolismo da glicose pela via do acetato e reduzido a mevalonato

através de uma reacdo irreversivel, na qual o mevalonato é convertido em

isopentenil-pirofosfato (IPP) ou isopreno e o seu isGmero dimetilalil-pirofosfato
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(DMAPP) (DESCHAMPS, 2005). A formacao do IPP pode ocorrer por duas rotas
biossintéticas: a primeira via do mevalonato conforme descrita acima e a via
alternativa ou via do metileritritol fosfato (MEP), que origina 0S monoterpenos,
diterpenos e tetraterpenos, a qual ocorre preferencialmente nos plastideos e tem
como precursores piruvato e gliceraldeido-3-fosfato (AHARONI et al., 2006).

A partir da formagéo do IPP e DMAPP ocorre a formagao dos esqueletos
carbonados dos terpenoides através da condensacdo de um namero variavel de
unidades de isopreno. A condensacdo do tipo cabeca-cauda forma o geranil-
pirofosfato (GPP) que dard origem aos monoterpenos (Cio), farnesil-pirofosfato
(FPP) que formara os sesquiterpenos (Cis) e triterpenos (Csp) € o geranilgeranil-
pirofosfato (GGPP) que da origem aos os diterpenos (Cyo) e tetraterpenos (Cao)
(ROHDICH et al., 2003; DESCHAMPS, 2005). A via biossintética dos terpenos é
ilustrada na figura 3.

FIGURA 3 - BIOSSINTESE DOS TERPENOS
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FONTE: Adaptado de SIMOES et al., 2004 e DESCHAMPS, 2005.
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Diversos métodos sdo utilizados para a separacdo e identificacdo dos
compostos presentes nos 0leos essenciais, como a espectroscopia na regido do
ultravioleta (UV) e do infravermelho (IV), a ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN*H) e de carbono (RMN**C), a espectrometria de massas e também
as técnicas cromatograficas como a cromatografia em camada delgada,
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia em coluna e a
cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa (SILVERSTEIN, 2007).

A cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de massa é muito
utilizada para a identificacdo devido ao baixo peso molecular dos compostos
presentes no Oleo essencial. Nesse método o Oleo essencial é injetado no
cromatografo sem nenhum tratamento anterior a fim de eliminar possiveis alteracdes
na composicdo do Oleo. Apdés a injecdo, os componentes do 6leo essencial se
separam e penetram no espectrometro de massas que registra o espectro de cada
uma das substancias separadas. Os constituintes do 6leo essencial sdo identificados
por comparacdo de seus espectros de massas com os do banco de dados das
bibliotecas. Os espectros de massas de muitos componentes estdo disponiveis em
bases de dados como a biblioteca Adams (SERAFINI, 2002). Através da CG/MS é
possivel realizar em uma Unica operagdo a analise qualitativa junto com a indicagéo
das propor¢cdbes em que se encontram o0s componentes. A calibracdo do
eguipamento com uma substancia padrédo possibilita uma analise quantitativa exata
da amostra (BANDONI, 2008).

3.5 ESTUDOS MORFOANATOMICOS

Em decorréncia do crescente aumento na utilizacdo de plantas medicinais
para tratar diversas enfermidades é imprescindivel a realizacdo de estudos de
controle de qualidade a fim de assegurar a correta identificacdo das espécies. Entre
esses estudos esta a analise morfoanatbmica que permite a correta identificacéo e
diferenciacdo de uma espécie das demais, possibilitando a determinacdo da
autenticidade do material e a verificagcdo da presenca de adulterantes na amostra.
Segundo a Portaria n° 06, de 31 de janeiro de 1995 da Secretaria Nacional de
Vigilancia Sanitaria, desde a década de 1990, ficou determinado a obrigatoriedade

do controle botanico de qualidade de drogas vegetais comercializadas pela industria
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farmacéutica, visando diminuir o risco com 0 uso de espécies incorretas (BRASIL.
Ministério da Saude, 1995).

Beltrame et al. (2009), realizou um estudo com 12 amostras comerciais de
carquejas indicadas como diuréticas e estomaquicas (Baccharis trimera L.). As
amostras eram vendidas em estabelecimentos farmacéuticos no Estado do Parana e
utilizadas sob a forma de chas. Nesse estudo foram avaliados parametros de
qualidade preconizados pela Farmacopéia Brasileira como as caracteristicas dos
rétulos e bulas, analise sensorial, autenticidade das amostras, presenca de material
estranho e doseamento de marcadores quimicos. Os resultados demonstraram que
todos os produtos avaliados apresentaram algum tipo de irregularidade segundo os
cbdigos oficiais, comprometendo a seguranca e a eficacia do tratamento.

Conforme consta na Farmacopeia Brasileira 1V, Baccharis trimera pertence
ao grupo Trimera e possui atividade anti-inflamatoria, analgésica, bacteriostatica,
bactericida e antidiabética, entretanto, essa espécie € frequentemente confundida
com B. microcephala e utilizada pela populacdo para as mesmas finalidades
terapéuticas. Através do trabalho realizado por Budel et al. (2009), foi possivel
analisar a morfologia externa e a anatomia dos cladddios dessas duas espécies
auxiliando na identificacdo e na diferenciagdo das mesmas, contribuindo para o
controle de qualidade e auxiliando na caracterizagao do grupo taxonémico.

E frequente a confus&o entre diferentes espécies de uso medicinal, como é o
caso das carquejas. Pertencentes ao género Baccharis e comumente utilizadas sem
distingcdo de espécies, elas vem sendo alvo do extrativismo devido ao seu difundido
uso popular (BONA et al., 2002). As diferentes espécies de carquejas muitas vezes
sdo encontradas proximas umas das outras e sdo constantemente coletadas e
misturadas. Elas apresentam dificuldades de identificacdo até mesmo por
especialistas, sendo que muitas espécies apresentam expansdes caulinares ou alas
que constituem os cladédios. Essas estruturas desempenham o papel de folha, a
gual esta ausente ou totalmente reduzida sendo considerados caules modificados
com fungéo de fotossintese (BARROSO, 1976; BUDEL et al., 2005).

Estudos morfoanatébmicos com os 6érgaos vegetativos aéreos de Baccharis,
utilizados com fins farmacogndsticos, apontaram caracteristicas comuns a muitas
espécies como o tipo de estbmato, tricoma, cristais de oxalato de calcio, ductos
secretores e amido (ARIZA; ESPINAR, 1973; BARROSO, 1976; OLIVEIRA,
BASTOS 1998; BUDEL et al.,, 2003;). Essas caracteristicas semelhantes podem
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contribuir para a confusdo entre as diferentes espécies, sendo necesséario um estudo
minucioso com o levantamento de informacgdes boténicas, ensaios macroscopicos,
microscopicos e a determinacdo de marcadores quimicos especificos (FARIAS,
2003).

Sao utilizados também testes microquimicos que auxiliam na identificacéo
da composicado quimica da planta e na localizacdo das substancias de interesse,
sendo testes simples e de baixo custo (LUSA, 2010). Os testes histoquimicos sao
métodos de analise qualitativa e quantitativa de componentes celulares como
compostos lipofilicos, compostos fendlicos, lignina e amido. Esses testes séo
baseados em reagBes cromaticas utilizadas no reconhecimento da natureza quimica
das membranas e no conteudo celular (COSTA; CUNHA, 2000; GERSBACH, 2002).
Todas essas analises em conjunto permitem distinguir uma espécie vegetal de outra
(FIUZAI, 2010).

De acordo com Bosabalidis e Kofidis (2002), as caracteristicas estruturais
gue auxiliam na identificacdo das espécies podem ser influenciadas pelos nutrientes,
pelas condi¢cbes do solo, da agua, da luz, da temperatura, levando se necessario a
adaptacdes na folha como diminuicdo do tamanho, enrolamento, aumento do
namero de tricomas, estdmatos profundo, acumulo de mucilagem e outros

metabdlitos a fim de garantir sua sobrevivéncia.

3.6 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Inimeras pesquisas sdo desenvolvidas constantemente para esclarecer o
papel dos radicais livres em processos fisiopatolégicos como o envelhecimento,
aterosclerose, inflamacédo, céancer, entre outras (FERREIRA et al., 1997). Radical
livre € um atomo ou molécula altamente reativo que contém um numero impar de
elétrons em sua ultima camada eletrénica e esse desemparelhamento de elétrons da
altima camada confere alta reatividade a esses atomos ou moléculas (HALLIWELL
et al., 1990; HALLIWELL, 1992; FERREIRA et al., 1997).

No organismo os radicais livres estdo envolvidos na producao de energia, na
fagocitose, na regulacdo do crescimento celular, na sinalizacao intercelular e na
sintese de substancias biologicas importantes. Dessa forma, a producdo dos
radicais livres se deve em parte ao nosso metabolismo ou devido a alguma

disfuncdo bioldgica (BARREIROS et al., 2006). O excesso na sua producdo causa
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efeitos prejudiciais como a peroxidacdo dos lipidios de membrana e agressdo as
proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas e carboidratos (HUSAIN et al.,
1987).

Uma grande variedade de compostos assume a funcdo de intervencdo no
processo oxidativo sendo denominados agentes antioxidantes. Os 6leos essenciais
e seus compostos isolados sdo conhecidos como excelentes antioxidantes naturais
podendo substituir os antioxidantes sintéticos (BOZIN et al., 2006). Essa atividade
antioxidante esta relacionada com o fato de sua composicdo quimica ser rica em
compostos fendlicos (TOMAINO et al, 2005). Na industria alimenticia séo
empregados na conservacao dos alimentos pelo fato de seu uso nao contrastar com
seu aroma (RUBERTO; BARATA, 2000). Devido a essa propriedade também sao
utilizados pela industria farmacéutica (HENRIQUES et al., 2009).

Diversos trabalhos tem sido realizados com os 0leos essenciais obtidos de
diferentes espécies como no estudo realizado por Schossler et al. (2006), com
Baccharis punctulata e Eupatorium laevigatum, no qual ambos os O6leos
apresentaram atividade antioxidante pelo teste da carbonila em plasma humano.
Bressan (2014), encontrou atividade antioxidante para Baccharis burchellii Baker
através dos ensaios do 2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) e capacidade de absorcao
dos radicais oxigenados (ORAC). Por meio do método do tiocianato férrico também
foi comprovada a atividade antioxidante no 6leo essencial de Ocimum gratissimum
L, conhecida popularmente por alfavaca e utilizada na medicina e na culinaria. A
porcentagem de inibicdo da oxidacao lipidica foi de 92,44% (PEREIRA et al., 2007).

De acordo com Alves et al. (2010), os diferentes tipos de radicais livres e as
diferentes formas de atuacdo nos organismos vivos requerem variados métodos
para avaliar a atividade de antioxidantes naturais. Os mais utilizados sdo o DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazila); ABTS (4cido 2,2'-azinobis-(3-etil-benzotiazolino-6-
sulfénico); determinacdo de espécies reativas do acido tiobarbitarico (TBARS),
reducado do ion férrico (FRAP) e reducdo do complexo fosfomolibdénio (THAIPONG
et al., 2006).

O DPPH é um radical livre e estavel a temperatura ambiente que produz
uma coloragéo violeta quando em contato com etanol. Esse radical é reduzido na
presenca de uma molécula de antioxidante doadora de hidrogénio, portanto, sua
atividade baseia-se na transferéncia de elétrons de um composto antioxidante para
um oxidante (KUSKOSKI et al., 2005). Neste teste, a acdo do radical DPPH é
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acompanhada pelo monitoramento da diminuicdo da absorbancia a 515 nm
(BRAND-WILLIAMS et al., 1995). Utilizando o método de DPPH, foram analisadas
as atividades antioxidantes dos 0leos das folhas e inflorescéncias de Eupatorium
polystachyum DC. O ensaio demonstrou que na diluicdo 1:10 em éter etilico (v/v)
tanto o Oleo volatil das folhas como das inflorescéncias foram capazes de capturar
0os radicais existentes, neutralizando-os, confirmando a atividade antioxidante
(SOUZA et al.,, 2007). A acao antioxidante dos Oleos essenciais de Caryophillus
aromaticus L., Cymbopogon winterianus Jowitt e Cymbopogon martinii (Roxb.) Wats
var. motia Burk. foi avaliada pelo mesmo método e revelou uma forte atividade
antioxidante para o oOleo C. aromaticus, entretanto, C. winterianus e C. martinii
apresentaram moderada atividade antioxidante (SCHERER et al., 2009).

Ambos os métodos DPPH e ABTS sdo caracterizados pela excelente
reprodutibilidade sob condigcdes estabelecidas, entretanto, podem apresentar
diferencas significativas em suas respostas antioxidantes. O radical ABTS pode ser
gerado por meio de uma reacdo quimica, eletroquimica ou enzimatica, permitindo
avaliar a atividade antioxidante de compostos de natureza hidrofilica e lipofilica
(KUSKOSKI et al., 2005).

Através do método proposto por Kishida et al. (1993), € possivel avaliar a
capacidade de uma amostra em inibir a peroxidagdo lipidica, ou seja, inibir a
formacdo de espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) induzida por um
agente oxidante (ABAP - cloreto de 2,2’-azo-bis-2-amidinopropano) em um substrato
rico em lipideos que pode ser a gema de ovo. Os &cidos graxos poli-insaturados
presentes na gema do ovo podem sofrer auto-oxidacdo ou degradacdo enzimatica
formando o malondialdeido (MDA) que reage com o &cido tiobarbitdrico em altas
temperaturas e baixo pH formando um complexo cor-de-rosa que representa a
quantidade de lipidios oxidados e que pode ser medido espectrofotometricamente.

Outro método simples e de baixo custo frequentemente utilizado para
verificar a capacidade antioxidante total de uma mistura complexa de compostos é
por meio do ensaio do fosfomolibdénio (PRIETO et al., 1999). Esse ensaio é
baseado na reducdo do molibdénio VI a molibdénio V pela amostra tornando-se

verde a medida que se reduz e determinado espectrofotometricamente.
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3.7 ATIVIDADES BIOLOGICAS DOS OLEOS ESSENCIAIS

3.7.1 Atividade antimicrobiana

O surgimento e a disseminagcdo de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos convencionais tem incentivado a comunidade cientifica na pesquisa
de principios ativos novos e com baixa toxicidade (MENDES et al., 2011). Diversos
estudos relatam que bactérias sensiveis a determinadas drogas tornaram-se
resistentes demonstrando habilidade genética em transmitir e adquirir resisténcia
(SAKAGAMI et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2000).

As plantas medicinais sdo muitas vezes usadas pela populacdo associadas
aos medicamentos convencionais, sendo que seus efeitos se devem principalmente
a inibicdo ou intensificacdo do efeito terapéutico desses medicamentos
(NASCIMENTO et al., 2000). Esse uso associativo pode comprometer o tratamento
e dificultar o diagndstico, visto que o paciente ndo informa ao servico de saude a
associacao por ele realizada (OLIVEIRA et al., 2005).

Os efeitos terapéuticos provenientes do uso de plantas medicinais se devem
aos compostos produzidos durante o metabolismo secundario como os Oleos
essenciais, 0s quais atuam protegendo a planta contra microrganismos, predadores
e também atuam na atracdo de agentes polinizadores (CURIONI, 2006). Para
Dorman et al. (2000), a atividade antimicrobiana exercida por compostos isolados
como os terpenoides, presentes nos 0leos essenciais, esta relacionada com a
estrutura quimica, com os grupos funcionais e com a estereoquimica dos
compostos.

De acordo com Kalemba et al. (2003), a acdo antimicrobiana dos Oleos
essenciais pode ocorrer por trés mecanismos: através da interferéncia na dupla
camada fosfolipidica da parede celular da bactéria, pelo aumento da permeabilidade
e perda dos constituintes celulares e ainda por alteragdo de uma variedade de
sistemas enziméaticos, como os envolvidos na producdo de energia celular e sintese
de componentes estruturais, ou destruicdo do material genético.

Pesquisadores tém avaliado o efeito dos compostos naturais em
microrganismos causadores de doencas por varios métodos como difusdo em agar,
difusédo em disco de papel, bioautografia e microdiluicdo. O método da bioautografia

é utilizado na determinagcédo da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais. Este
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método retine a cromatografia em camada delgada com a difusdo em agar e permite
a determinacao do potencial antimicrobiano de uma substéncia de forma qualitativa
(VALGAS, 2002). Por meio da bioautografia foi comprovada a atividade
antimicrobiana do 6leo essencial de Cymbopogum citratus DC. Stapf frente a
Staphylococcus aureus; Aspergillus niger; Candida albicans; Escherichia coli;
Bacillus subtilis; Enterococcus faecalis (PEREIRA, 2010).

O ensaio de microdiluicio em caldo permite determinar a concentracéo
minima de um agente necessaria para inibir o crecimento ou matar um
microrganismo. Nesse ensaio 0s agentes antimicrobianos séo testados em diluicbes
consecutivas sendo a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), a menor concentragdo
capaz de inibir o crescimento de um organismo. Esse ensaio é considerado uma
excelente ferramenta para determinar a susceptibilidade dos organismos aos
antimicrobianos e, portanto, usado para julgar o desempenho de todos os outros
métodos de susceptibilidade (ANDREWS, 2001).

A atividade antimicrobiana do 6leo essencial de Curcuma longa L. e Achillea
millefolium L., foi verificada frente a 20 cepas de microrganismos isolados de
material humano. Por intermédio dos testes de microdiluicdo em caldo, os 6leos de
A. millefolium e de C. longa demonstraram acao antimicrobiana moderada (0,625 mg
mL™) em 63,2% e 68,4% das leveduras testadas, respectivamente (RIBEIRO et al.,
2010). Pelo mesmo método foi investigada e comprovada a atividade antimicrobiana
das folhas de Senecio crassiflorus var. crassiflorus frente as cepas Gram-positivas
testadas, porém, ndo foi evidenciada atividade frente as cepas Gram-negativas nas
concentracbes testadas, o que permite aferir atividade bacteriana de estreito
espectro (MURARI et al., 2008). Dessa forma, evidencia-se que os 6leos essenciais
provenientes da familia Asteraceae sdo metabodlitos secundarios de potencial

interesse clinico.

3.7.2 Atividade pediculicida

A Pediculose é uma doenca frequente tanto nos paises em desenvolvimento
como nos desenvolvidos tornando-se um sério problema de saude publica em todo o
mundo. Essa patologia é causada pelo Pediculus humanus capitis conhecido
popularmente como piolho de cabeca. O P. humanus capitis € um ectoparasita

hematofago que mede aproximadamente 3 mm de comprimento e que desenvolve
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todo seu ciclo de vida no ser humano (KO; ELSTON, 2004; NUNES et al., 2014). A
infestacdo prevalece em ambientes escolares através do contato fisico e corporal e
€ caracterizada por intenso prurido podendo ocasionar dermatite e infeccdes
secundarias no couro cabeludo. Também podem ser encontradas escoriacfes nas
costas dos pacientes logo abaixo da nuca (SHOLDT et al., 1979; GRATZ 1997,
BORGES; MENDES, 2002; TOLOZA et al., 2006; JEONG-MIN et al., 2010).

O diagnostico da pediculose € feito pela visualizacdo dos piolhos na area
acometida e pela presenca dos ovos desses parasitas (Iéndeas) aderidos aos
cabelos e pelos. Através de medidas educacionais € possivel prevenir e obter
sucesso no tratamento, no entanto, a maiora das instituicbes escolares nao
possuem normas padronizadas para 0 manejo dessa ocorréncia levando ao uso
indiscriminado de produtos piolhicidas (TOLOZA et al., 2006).

Apesar dos efeitos prejudiciais causados pelos inseticidas sintéticos
produzidos a partir de produtos organofosforados e piretroides, eles continuam
sendo prescritos pelos médicos. Muitas criancas que realizam o tratamento mantem
a infestacdo e isso ocorre devido a resisténcia dos insetos aos medicamentos
disponiveis e também pela reinfestacdo no ambiente escolar, levando a desisténcia
do tratamento (YANG et al., 2004; TOLOZA et al., 2006; VIDOTTO et al., 2013).

Diversos estudos tem relatado a pesquisa de substancias vegetais capazes
de controlar a pediculose como uma alternativa aos inseticidas sintéticos. De acordo
com Toloza et al. (2006), os Oleos essenciais ndo apresentam efeitos toxicos
permanecendo menos tempo no ambiente e com certa seletividade sobre os
organismos. Yang et al. (2004), verificaram o efeito de monoterpenoides e
terpenoides obtidos do 6leo essencial de Eucalyptus globulus frente ao Pediculus
humanus capitis por meio do bioensaio de contato direto e da atividade fumegante.
Através do bioensaio de contato foi possivel verificar uma atividade pediculicida mais
pronunciada com o Oleo essencial em relagdo aos pediculicidas comumente
utilizados (d-fenotrina e o pyrethrum). Os monoterpenoides demonstraram-se
eficazes nos ensaios de fumegancia enquanto que os pediculicidas usuais néo
demonstraram atividade fumegante.

Outros estudos também exibiram a atividade pediculicida dos oOleos
essenciais de diferentes espécies, como € o caso do Oleo essencial de Tagetes
minuta L. (Asteraceae), que possui entre 0s compostos majoritarios o (E)-nerolidol e

(E)-anetol, o qual apresentou um consideravel efeito no controle do P. humanus
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capitis (LIMA et al., 2008). Esses achados incentivam a comunidade cientifica na
pesquisa por substéncias capazes de controlar a Pediculose principalmente em

criancas em idade escolar.

3.7.3 Atividade citotoxica

O século XX foi marcado por um expressivo aumento na busca por
substancias com atividades antitumorais. As pesquisas possibilitaram o0
desenvolvimento de drogas utilizadas até os dias atuais nas terapias antineoplasicas
(COSTA-LOTUFO et al.,, 2010). Segundo Harvey (2008), aproximadamente 60%
dos farmacos utilizados no tratamento do cancer provém de produtos naturais.

As neoplasias malignas séo responsaveis pelo 6bito de milhdes de pessoas
anualmente e estao entre as principais preocupacdes de saude publica. De acordo
com o Instituo Nacional de Cancer (INCA) o cancer é como um conjunto de doencas
causadas pelo crescimento desordenado (maligno) de células que invadem tecidos e
orgaos, podendo espalhar-se (metastase) para outras regides do corpo. Essas
células se dividem rapidamente e tendem a ser muito agressivas resultando na
formacao de tumores (acumulo de células cancerosas) ou neoplasias malignas. De
maneira geral, quanto mais rapido for o crescimento e mais indiferenciada for a
célula tumoral maior a malignidade da neoplasia (BERRIDGE et al., 2010). Ao
contrario do cancer, um tumor benigno é simplesmente uma massa localizada de
células que se multiplicam lentamente e se assemelham ao seu tecido original. Sdo
auto-limitadas em seu crescimento, ndo invadem tecidos adjacentes e raramente
constituem risco de vida (INCA, 2004).

O processo de carcinogénese geralmente se desenvolve lentamente e é
dividido em trés etapas. O inicio do processo ou a primeira etapa pode ocorrer por
uma mutacdo, devido a fatores ambientais ou herdado da linhagem germinativa.
Uma unica célula que sofreu lesdo genética pode, por meio da expansao clonal,
resultar em uma massa tumoral. Na segunda etapa, 0s agentes oncopromotores
agem sobre a célula geneticamente alterada. A lesédo celular causada pode: ativar os
proto-oncogenes promotores do crescimento; ativar 0s genes supressores de tumor;
ativar os genes que regulam a morte celular programada (apoptose) e ainda ativar
0s genes de reparo ao DNA. Os proto-oncogenes sdo genes inativos em células

normais, mas que uma vez ativados transformam-se em oncogenes responsaveis
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pela malignizacdo de células normais. Estas células malignas passam a se
comportar de maneira desordenada, multiplicando-se descontroladamente. Assim, a
Gltima etapa € caracterizada pelo crescimento excessivo da massa tumoral com
inicio de sintomas clinicos, invasao local e capacidade de migrar para outros tecidos
originando as metastases (COTRAN et al., 2010).

Diferentes tipos de céancer ja foram identificados e correspondem aos
diferentes tipos de células e 6rgaos. Os mais frequentes sdo os de pele, pulmao,
mama, figado, estbmago, rim, ovario, cérebro e préstata. Nos tecidos epiteliais como
as mucosas o cancer é denominado de carcinoma, ja nos tecidos conjuntivos como
0Ss0s, musculos ou cartilagens é chamado de sarcoma (SOUZA et al., 2004).

O diagnéstico € realizado através da biopsia do material investigado aliado a
radiografia, exames de sangue, tomografia, endoscopia, entre outros. Por meio
deles é possivel identificar o tipo de célula que esta em proliferacdo, sua graduacao
histoldgica e outras caracteristicas que irdo auxiliar na escolha do tratamento
correto. Muitos tipos de cancer podem ser tratados com sucesso. As terapias
antitumorais geralmente envolvem uma combinacdo de cirurgia, radioterapia e
quimioterapia (INCA, 2004).

Os antineoplasicos atuam sobre o ciclo celular inibindo a hiperproliferacao
das células tumorais e dessa forma estimulam a inducdo da apoptose, que é o
resultado buscado na quimioterapia. As drogas podem agir por diferentes
mecanismos de acdo como interferéncia na sintese de DNA; inducdo de dano ao
DNA e inibicdo da funcéo do fuso mitético, entre outros (SCHIMIDT et al., 2007). O
tratamento pode ser realizado através da administracdo de farmacos isolados
(monoquimioterapia) ou pela combinacdo desses (poliguimioterapia). A
poliquimioterapia proporciona uma melhor resposta a cada aplicacéo, pois atinge as
células em diferentes fases do ciclo e diminui o risco de resisténcia farmacoldgica
(CARVALHO et al., 2003).

A compreensdo do ciclo celular e seus mecanismos sdo fundamentais para
entendermos o desenvolvimento das neoplasias. O ciclo celular é dividido em duas
fases principais, a interfase e a mitose. A intérfase é o periodo presente entre as
divisBes celulares, nesse periodo a célula ndo se encontra em divisdo, porém, em
seu interior ocorrem muitos eventos, os quais foram divididos em subfases
conhecidas por fase G1 (gap 1), fase S (sintese) e fase G2 (gap 2), tendo tambéem

uma fase anexa, a GO (quiescente). Na fase G1 inicia-se a preparacdo para a
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divisdo celular. As células aumentam de tamanho, ocorre a condensacdo dos
cromossomos e sintese de proteinas. A fase S € a mais importante, pois ocorre a
replicacdo do DNA de forma que a célula duplique precisamente seus Cromossomos.
ApoOs a replicacao, inicia-se a fase G2, que compreende o intervalo entre a sintese
de DNA (Fase S) e a mitose, a célula continua a crescer em tamanho e a produzir
proteinas, ocorre a sintese de componentes necessarios para a mitose como, por
exemplo, o fuso mitético. Ao final dessa fase a célula completa seu crescimento e
esta preparada para a mitose (ALBERTS et al., 2011; VERMEULEN et al., 2003; DE
ALMEIDA et al., 2005).

A célula que néo esta se replicando encontra-se na fase GO ou quiescéncia.
A fase GO representa uma “pausa” no ciclo celular, apesar de as células estarem
metabolicamente ativas, o DNA encontra-se altamente enovelado e a atividade
nuclear é baixa. As células que ja atingiram um estagio final de desenvolvimento e
nao precisam mais se dividir mantém-se na fase GO permanentemente ou até que
um sinal externo as estimule para que voltem a se dividir. A célula tumoral néo
finaliza o ciclo de replicacéo celular de forma normal, ou seja, ndo retorna a fase GO
e passa diretamente da mitose para uma nova fase G1 (ALBERTS et al., 2011,
VERMEULEN et al., 2003; DE ALMEIDA et al., 2005).

De acordo com Abbas et al. (2009), as células possuem multiplos
mecanismos de checagem durante o ciclo celular com o objetivo de monitorar e
responder aos disturbios celulares, detendo a progressao das células alteradas até
que 0s erros sejam reparados ou até a promocdo da apoptose. Esses mecanismos
de checagem sdo chamados de checkpoints ou pontos de checagem e referem-se
aos mecanismos pelos quais as células bloqueiam de forma ativa o ciclo celular até
gue um processo como a replicacdo do DNA ou a mitose ocorra de forma completa
e assertiva.

O ponto de restricdo € o mais importante ponto de checagem (ponto de
checagem G1), ocorre no final do periodo G1, antes de iniciar o periodo S. Nesse
momento, a célula verifica se seu tamanho esta adequado, se 0 meio extracelular se
encontra ideal a proliferacdo e se o DNA esta integro. Caso as condi¢cdes nao
estejam adequadas, o ciclo celular ndo prossegue e a célula assume um estado
pausado ou quiescente denominado GO em vez de seguir para o periodo S,
podendo permanecer nesse estado por longo tempo sem se dividir. Estando as

condicbes ideais, a célula entra na fase S e, em seguida, no periodo G2. Nesse
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periodo, um pouco antes de a célula iniciar a divisdo, ocorre outro ponto de
checagem (ponto de checagem G2), no qual ocorre nova verificacdo quanto ao
crescimento da célula e a correta replicacdo do DNA. Com o crescimento adequado
e a correta duplicacdo do DNA, tem inicio a divisdo celular. Se, por outro lado, as
condicbes ndo sdo satisfatorias, a profase ndo é iniciada, e a divisdo ndo se
processa. Um terceiro ponto de checagem, denominado ponto de checagem da
mitose, ocorre durante a divisdo celular, entre o término da metafase e o inicio da
anafase. Ele tem por finalidade detectar defeitos na formacéo do fuso mitético (fuso
de divisdo ou acromatico) e na adesdo dos cinetécoros aos microtubulos. Dessa
forma, as células s6 entram em anéfase, via de regra, quando todos os cinetdcoros
se encontrarem perfeitamente ligados aos microtibulos do referido fuso
(ROBERTIS, 2003). Esse ciclo esta demonstrado na figura 4.

FIGURA 4 - CICLO CELULAR E PONTOS DE CHECAGEM
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FONTE: Adaptado de DE ROBERTIS (2003).
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Alteracbes nesses pontos de checagem comprometem a integridade do
genoma podendo levar ao desenvolvimento de neoplasias e prejudicando
significativamente a eficacia de terapias antitumorais (KASTAN; BARTEK, 2004).
Diversas enzimas como as cinases também auxiliam no controle do ciclo celular,
principalmente nas transicdes de fases do ciclo (WARD, 2002).

As células comprometidas, infectadas ou que sofreram algum dano serdo
naturalmente eliminadas por um processo conhecido por morte celular programada,
também chamado de apoptose, visando prevenir doengas como o cancer (BAETU et
al., 2002; WICKMAN et al. 2012).

O controle das vias de ativacAo da apoptose envolve proteinas
antiapoptoticas, pro-apoptoticas e as caspases. Esse fendmeno bioldgico além de
desempenhar um papel importante no controle de diversos processos vitais esta
associado ao cancer. A morte celular programada ocorre por duas vias: a via
extrinseca por meio da ativacdo de receptores de morte do fator de necrose tumoral
e pela via intrinseca por meio da privacdo de fatores de crescimento, hipoxia ou
danos no DNA. Estes fatores convergem para a mitocondria, causando alteracdes
na permeabilidade da membrana mitocondrial e liberagdo do citocromo c para o
citosol, levando a formagéao do complexo apoptossomo (ORRENIUS, 2011).

De acordo com Ricci e Zong (2006), caracteristicas morfologicas e
bioquimicas sdo utilizadas na classificacdo dos diferentes processos de morte
celular como a autofagia, mitose catastréfica, senescéncia, apoptose e necrose. No
processo apoptoético a célula sofre alteracdes morfolégicas caracteristicas como
retracao celular e perda de aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas.
As organelas mantem a morfologia, porém em alguns casos as mitocéndrias podem
apresentar ruptura na membrana externa. A cromatina sofre condensacao, juntando-
se a carioteca. Na membrana plasmatica ocorre a formacdo de prolongamentos
(blebs), os quais aumentam de tamanho e se rompem, originando 0S coOrpos
apoptéticos que sdo fagocitados pelos macréfagos e removidos sem causar
inflamacé@o. Nesse processo ocorre a desintegragdo do ndcleo em fragmentos
envoltos pela membrana celular, chamados de fragmentacao internucleossémica do
DNA (ZIEGLER et al., 2004; MATTIOLI et al., 2006).

Diferentemente, no processo de morte por necrose ocorre um aumento do
volume celular e ruptura da membrana plasmatica com extravasamento de contetdo

intracelular para o meio intercelular e inducéo de reacéo inflamatoria local (RICCI et
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al., 2006; PUYAL et al., 2009). Segundo Campagnaro (2012), a necrose € um
processo agressivo de morte celular causada por estimulos patologicos que
resultam em rapido desequilibrio da homeostase e que afetam varias células ao
mesmo tempo, visto que 0s agentes causadores atingem grandes areas do tecido.

As alteragcbes morfoldgicas, nucleares e citoplasmaticas que ocorrem
permitem realizar a diferenciacdo entre células viaveis, células apoptoticas e células
necroticas (McGAHON et al., 1995). Essa diferenciacdo das células é realizada com
0 auxilio da microscopia de fluorescéncia e de alguns corantes como o brometo de
etidio e laranja de acredina, os quais apresentam diferencas de permeabilidade na
membrana plasmatica das células.

O laranja de acredina € permeavel a membrana intacta das células e se liga
ao DNA, conferindo uma aparéncia verde ao nucleo das células. O brometo de etidio
€ permedvel somente a membrana danificada (células ndo viaveis), conferindo
coloracdo laranja ao nucleo das células ao se intercalar ao DNA. Dessa forma, as
células viaveis apresentam fluorescéncia verde com nucleo uniforme. As células em
apoptose inicial ainda apresentam membranas intactas e possuem manchas verdes
brilhantes no ndcleo e ndo sdo marcadas por brometo de etidio. As células em
apoptose tardia apresentam fluorescéncia laranja devido a perda da integridade da
membrana plasmética, cromatina condensada ou fragmentada e presenca de corpos
apoptoéticos. As células necroticas apresentam coloracdo uniforme laranja-
avermelhada e ndo ha formacao de corpos apoptoéticos (TAKAHASHI et al., 2004,
KOSMIDER et al., 2004).

A ocorréncia do processo de morte celular também pode ser verificada com
o auxilio do corante fluorescente Hoescht 33342, o qual penetra em todas as células
e cora os nucleos de azul fluorescente, porém permanece apenas nas células
apoptoéticas. As células vivas possuem a capacidade de bombear o corante para
fora. Dessa maneira as células em apoptose apresentam uma maior intensidade de
fluorescéncia, com nudcleos menores, cromatina condensada e possivelmente
fragmentada dando origem aos corpos apoptéticos. Esse ensaio baseia-se na
analise da alteracdo morfologica nuclear permitindo detectar diferencas na
condensacao da cromatina (BONFOCO et al., 1997). Estudos envolvendo o ciclo
celular e os diferentes processos de morte possibilitaram um progresso significativo
no desenvolvimento de medicamentos que agem em anomalias moleculares

presentes em certos tumores, minimizando o dano as ceélulas normais. Entretanto,
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apesar dos grandes avancos, o tratamento mais utilizado continua sendo a terapia
sistémica com farmacos citotoxicos (KADOWAKI et al., 2011).

A quimioterapia apresenta diversas limitacdes como a alta toxicidade dos
farmacos podendo inclusive levar o paciente ao 6bito (ALTMAN et al., 2011). No
tratamento convencional os agentes antineoplasicos sdo empregados na maxima
dosagem tolerada pelo paciente a fim de eliminar o maior nimero de células
tumorais (MIHICH, 2000). Essa dosagem pode causar reducdo na producdo de
células sanguineas fundamentais (hemacias, leucdcitos e plaguetas) pela medula
Ossea (efeitos mielossupressores), acarretando neutropenia e leucopenia, reduzindo
a atividade e o numero de células efetoras do sistema imunolégico (HALF et al.,
2009; LEWIS et al., 2013). A leucopenia geralmente ocorre entre 0 nono e o décimo
quarto dia apds a primeira quimioterapia e os linfocitos sdo as principais populacdes
de células depletadas (SHURIN et al., 2012). Devido a facilidade de obtencao por
meio de puncdo venosa e a abundancia na corrente sanguinea, os linfocitos em
cultura vem sendo amplamente utilizados em estudos de genotoxicidade e
citotoxicidade. O fato de serem obtidos praticamente livres de contaminantes e
serem mantidos em culturas por longos periodos também contribuem para o seu uso
(WNUK et al., 2009).

Alta toxicidade dos antineoplasicos e as constantes recidivas incentivam a
comunidade cientifica na busca por novas substancias com acdes antitumorais.
Essas substancias precisam ser testadas primeiramente em ensaios de
citotoxicidade in vitro. Entre esses ensaios estd 0 método do corante vital MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), amplamente utilizado para
determinacao da viabilidade de células isoladas e que avalia a funcéo celular a nivel
mitocondrial. Através do corante vital MTT é possivel analisar a viabilidade e o
estado metabdlico da célula baseado na reducéo do sal 3-(4,5-dimetil- 2-tiazolil)-2,5-
difenil-brometo de tetrazolico (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas
desidrogenases presentes somente em células ativas. Dessa maneira a quantidade
de formazan, medida por espectrofotometria, é diretamente proporcional ao nimero
de células viaveis (MOSMMANN, 1983). Esse ensaio tem sido usado
frequentemente para avaliar a atividade de extratos vegetais e 0leos essenciais.
Momesso et al. (2009), por meio do ensaio do corante vital MTT, comprovou a
capacidade do extrato de Ageratum conyzoides L., (Asteraceae), (50 mg/kg de peso)

em inibir o crescimento de células tumorais.
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Outros ensaios também sao utilizados para verificar a citotoxicidade dos
compostos como o método de exclusdo de azul de tripan. Esse ensaio avalia a
permeabilidade da membrana plasmatica ao corante azul de tripan. As células séo
contadas em camara de Neubauer sendo consideradas células mortas (inviaveis) as
células que incorporam e viaveis as que excluem o corante (BARILE, 1994). De
acordo com Valadares et al. (2007), os ensaios de citotocixidade podem apresentar
algumas particularidades, pois embora a membrana celular esteja lisada por um
agente citotoxico e incorpore o corante, as organelas citoplasmaticas podem, ainda,
manter sua atividade fisioldgica.

Diversos quimioterapicos empregados no tratamento do céncer foram
obtidos a partir de plantas como é o caso da vincristina extraida da Vinca rosa. A
vincristina € um quimioterapico antimitético que age inibindo as proteinas tubulares
especificas que compdem os centriolos. Os centriolos participam da formacdo de
uma estrutura celular conhecida por fuso mitético pelo qual migram os cromossomos
durante o processo de mitose, dando inicio a divisdo celular. Dessa maneira a
vincristina inibe a mitose e consequentemente a divisdo das células tumorais
(OLIVEIRA; ALVES, 2002). As drogas antitumorais podem agir bloqueando os
sinalizadores celulares que atuam no citoplasma e no nudcleo das células. Esses
sinalizadores estimulam o DNA das células tumorais a multiplicarem
constantemente, formando o tumor.

O ensaio da proliferacdo celular também é muito empregado para verificar a
acdo de compostos naturais candidatos a drogas antitumorais (ALBERTS et al.,
2004). Nesse ensaio podem ser utilizadas diferentes linhagens tumorais objetivando
verificar se um determinado composto ou substancia € capaz de inibir a proliferacao
dessas células tumorais. O ensaio pode ser realizado através da determinacédo do
contetdo de DNA utilizando uma solucédo de difenilamina (DPA) e também através
do iodeto de propideo (PI).

3.7.4 Atividade imunomoduladora

O sistema imune possui diversas funcbes, entre elas o0 rapido
reconhecimento e eliminacdo dos microrganismos patogénicos por meio de
diferentes processos como a fagocitose e a indugdo da inflamacdo (SKELDON;

SALEH, 2011). A inflamagé&o pode ser dividida didaticamente em duas fases: a fase
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aguda e a fase cronica. A primeira apresenta resposta imediata e de curta duracao
se estendendo por minutos ou dias e caracterizada por febre, dor, emigracéo e
acumulo de leucocitos no foco da lesédo, formando o edema. A fase cronica tem
duracdo mais longa persistindo por dias e até anos, associada a presenca de
linfécitos, macrofagos, proliferacdo de vasos sanguineos e necrose tecidual
(GORDON; TAYLOR, 2005; SERHAN, 2007). No momento em que cessa a acgéo do
agente inflamatorio ocorre uma diminuicdo na liberagdo dos mediadores da
inflamac&o e a microcirculacdo recupera o estado hemodinamico; o liquido e as
células exsudadas voltam a circulagdo sanguinea (BOGLIOLO, 2011). Embora a
reacdo inflamatéria seja um mecanismo de prote¢cdo do organismo contra agentes
lesionantes, algumas vezes essa resposta defensiva pode ser potencialmente
danosa, uma vez que em sua manifestacéo pode lesar o préprio organismo.

O sistema imunolégico é um sistema de defesa complexo e sofisticado
constituido por células e moléculas. A acdo coletiva e coordenada destes
componentes frente as substancias invasoras constitui a chamada resposta imune
(GOLDSBY et al.,, 2000; ABBAS, 2000). O organismo se protege da invasao de
microrganismos por dois mecanismos basicos: a imunidade natural (inata) e a
imunidade especifica (adquirida). A imunidade natural ou inata € a primeira linha de
defesa do organismo e sua acdo depende da participagdo de um componente
celular, geralmente fagdcitos como macréfagos e também um componente nao
celular formado por moléculas circulantes como o sistema complemento. A
imunidade especifica ou adquirida é formada principalmente por linfécitos e seus
produtos de secre¢édo, como os anticorpos (ABBAS, 2000).

Os macrofagos sdo as principais células fagocitarias envolvidas na defesa
gue tem a capacidade de internalizar particulas mais rapida e eficientemente que
outras células (WU et al., 2004). Essas células possuem importante funcdo na
resposta imune inata e também um grande papel na imunidade adquirida. Na
resposta inata desempenham a fagocitose de particulas, como microrganismos,
macromoléculas e também de tecidos mortos ou danificados. Uma vez fagocitadas,
estas particulas sdo degradadas nos lisossomos devido a acdo de diversas enzimas
lisossomais. Os macrofagos desempenham a funcéo de citotoxicidade, por meio da
liberacdo de enzimas, espécies reativas de oxigénio (EROs), espécies reativas de
nitrogénio e outros mediadores, como as prostaglandinas, os quais atuam na

eliminagdo de microrganismos invasores e controle da infec¢do, podendo até mesmo
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danificar tecidos normais do organismo. Na imunidade inata essas células podem
também produzir e secretar citocinas, as quais recrutam outras células inflamatorias,
amplificando a resposta frente ao componente invasor. Os macrofagos induzem
ainda o reparo de tecidos danificados (como o endotélio e fibroblastos) através da
producédo e liberacdo de fatores de crescimento (ABBAS, 2000; GOLDSBY et al.,
2000).

Essas células sao classificadas em M1 e M2, onde os primeiros sdo ativados
pelos sinais considerados classicos, como interferon (IFN) e lipopolissacarideo
(LPS), levando a producdo de mediadores envolvidos na resposta proinflamatéria.
Os macréfagos M2 podem ser ativados pelas interleucinas (IL-4, IL-13), complexos
imunes, entre outros, sendo sua principal caracteristica a producéo de altos niveis de
interleucina (IL-10) que atua inibindo a inflamacdo e promovendo a reparacdo e
remodelacdo tecidual (BENOIT et al., 2008; MANTOVANI et al.,, 2011). Uma vez
ativados, os macréfagos possuem a capacidade de produzir 6xido nitrico (NO) a
partir do aminodcido arginina e oxigénio molecular a partir de uma enzima
denominada 6xido nitrico sintase induzivel (iINOS). Os macrofagos respondem a
estimulos enddgenos e exdgenos, como 0s provocados pelo LPS (ZWILLING;
EISENSTEIN, 1994).

O NO é um gas solavel, altamente instavel, difusivel pelas membranas
celulares com comportamento de radical livre e que pode ser benéfico ou
potencialmente téxico para as células, conforme a concentracdo ou depuracéo
tecidual (DUSSE et al., 2003; PARSLOW, 2004; COULTER et al., 2008). O 6xido
nitrico possui diversas fun¢cdes como regulagdo do tdnus vascular, sinalizacao entre
o sistema nervoso central e periférico e também ativacdo de macrofagos e
neutréfilos (BARTBERGER et al., 2002; XU et al., 2002). Em pesquisas recentes 0
NO tem sido relacionado com a regulacdo da funcdo mitocondrial e também com a
atividade citotoxica em macréfagos, sendo considerado um marcador para esse tipo
de acdo (BROWN; BORUTAITE, 2004). Muitas plantas e seus principios ativos
possuem efeitos na via do Oxido nitrico (NO). A via de sinalizagcdo do NO tem se
mostrado um alvo para o desenvolvimento de novos medicamentos (ACHIKE;
KWAN, 2003). Esse mediador inflamatorio, sintetizado e liberado por varios tipos
celulares, € normalmente encontrado no ar atmosférico em pequenas quantidades,
sendo altamente téxico devido a presenca de radicais livres (SNYDER; BREDT,

1992). A producgéo de NO em quantidades elevadas por células inflamatorias pode



50

estar envolvida na patogénese da inflamacédo, por isso, muitos estudos avaliam o
efeito de 6leos essenciais e dos extratos vegetais sobre o NO.

Segundo Lopes (2004), a producdo de oOxido nitrico por macrofagos
estimulados por LPS foi reduzida na presenca dos extratos e fracdes de Alchornea
triplinervia Spreng. Mull. Arg. e Alchornea glandulosa Poepp. Em um estudo
realizado com o Oleo essencial de folhas adultas de Eucalyptus benthamii Maiden et
Cambage foi possivel verificar seus efeitos sobre a producédo de NO em macréfagos
estimulados com LPS. De acordo com os resultados obtidos, o 6leo essencial
reduziu significativamente a producdo de NO em relacdo ao controle, ou seja, 0s
constituintes  volateis do dleo essencial podem atuar como agentes
imunomoduladores (BOSCARDIN, 2009).

Os agentes imunomoduladores tem a capacidade modificar a resposta
imune potencializando ou suprimindo elementos do sistema imunolégico (MAKARE
et al.,, 2001; DUTTA, 2002). Esses agentes sdo capazes de simultaneamente
estimular algumas células do sistema imune e suprimir outras, podendo aumentar 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro (imunoestimulantes) ou diminui-los
(imunossupressores) (MASIHI, 2000). Os imunoestimulantes estimulam os
mecanismos que envolvem tanto a imunidade inata quanto a imunidade adquirida,
através da ativacdo de células e mediadores, enquanto 0s imunossupressores agem
seletivamente sobre os mecanismos envolvidos na imunidade adquirida (STITES;
TERR, 1995). Sendo assim, diversas pesquisas sdo realizadas na busca por
substancias capazes de auxiliar o sistema imune no combate a microrganismos
patogénicos, ou a doencas com outras etiologias, tais como cancer e doencas
autoimunes (LABRO, 2000).

Para avaliacdo da atividade antineoplasica, outro teste de citotoxicidade
frequentemente empregado além do MTT € o ensaio da sulfarrodamina B (SRB).
Esse método consiste em um ensaio de quantificacdo colorimétrica da proteina
celular em culturas de células coradas com SRB. A Sulfarrodamina B é um corante
brilhante de cor purplra e solivel em agua. Em condi¢des acidas o corante liga-se
aos residuos de aminoacidos da proteina basica em ceélulas viaveis previamente
fixadas com acido tricloroacético. O corante empregado € uma aminoxantina usada
como um indicador quantitativo do contetdo proteico da cultura celular, sendo este
conteudo proporcionalmente linear a densidade de células. Um aumento ou

diminuicdo no numero de células resulta numa alteracéo proporcional da quantidade
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do corante incorporado nas células em cultura, o que indica o grau de citotoxicidade
causada pelo composto em estudo (SKEHAN et al., 1990).

O método da sulfarrodamina é amplamente empregado por ser rapido,
reprodutivel e sensivel. A leitura das placas pode ser realizada posteriormente ao
ensaio e ndo necessariamente em seguida como no ensaio do MTT (HOUGHTON
et al., 2007). Segundo Keepers et al. (1991), o método da SRB é superior ao MTT
pois cora células lisadas recentemente, diferentemente do MTT. Esse método
permite que um maior nimero de substancias sejam testadas em poucos dias, além

de néo requerer reagentes de alto custo (VICHAI et al., 2006).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL BOTANICO

Os cladddios de Baccharis milleflora foram coletados na regido de Uvaranas,
na cidade de Ponta Grossa, Parana, Brasil (latitude: 25° 5' 23" S e longitude: 50° 6'
23"W). As coletas foram realizadas pela manhd@ nas quatro estacfes do ano de
2013. As exsicatas foram identificadas pelos taxonomistas Dr. Nelson Ivo
Matzenbacher e Osmar dos Santos Ribas, sob os numeros 192141 e 388373 e
depositadas no Herbario do Instituto de Ciéncias Naturais da Universidade Federal
do Rio Grande do Sul e no Museu Botanico Municipal de Curitiba no Parana,
respectivamente. O presente estudo tem autorizacdo do IBAMA (Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente) para atividades de acesso ao patrimdénio genético (Processo
02001.001165/2013-47).

4.2 ESTUDO MORFOANATOMICO

As pesquisas referentes aos caracteres morfoanatémicos foram efetuadas
com os cladodios de B. milleflora obtidos a partir de 5 cm do apice da planta. O
material vegetal foi fixado em FAA 70 (JOHANSEN, 1940) e estocado em etanol a
70% (v/v) (BERLYN; MIKSCHE, 1976). As andlises foram realizadas no laborat6rio
de Farmacognosia da Universidade Estadual de Ponta Grossa.

4.2.1 Laminas semipermanentes

Laminas semipermanentes foram preparadas com o material seccionado no
sentido longitudinal e transversal, a méo livre, submetido a coloracdo de azul de
astra e fucsina basica (ROESER, 1972). As laminas foram montadas com glicerina
diluida a 50% (v/v) (BERLYN; MIKSCHE, 1976) e para a lutagem foi utilizado

esmalte incolor.
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4.2.2 Testes Histoquimicos

Os testes histoquimicos foram realizados com o material seccionado a méao
livre e estocado em etanol a 70% (v/v). Para a verificacdo de lignina foi empregado
uma solucéo de floroglucina cloridrica (FOSTER, 1949), Sudam Il para compostos
lipofilicos (SASS, 1951), cloreto férrico para compostos fendlicos (JOHANSEN,
1940) e lugol para amido (BERLYN; MIKSCHE, 1976). A droga vegetal também foi
analisada micro e macroscopicamente. Os resultados foram ilustrados por meio de

um microscoépio fotdnico Olympus CX-31 RTSF.

4.2.3 Microscopia eletrdnica de varredura

A andlise ultraestrutural de superficie foi realizada por microscopia eletrénica
de varredura (MEV) em alto vacuo (SOUZA, 1998). As amostras fixadas em FAA 70
foram desidratadas em série etandlica crescente e pelo ponto critico CO, no
equipamento Balzers CPD-030. A seguir foram transferidas para um suporte e
sumetidas a metalizacdo em ouro no aparelho Balzers Sputtering SCD-030. As
eletromicrografias foram realizadas em microscopio eletrénico de varredura Jeol
JSM-6360LV, no Centro de Microscopia Eletronica, da Universidade Federal do

Parana.

4.3 EXTRACAO E CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE B. milleflora

4.3.1 Extracdo do 6leo essencial dos cladddios de B. milleflora

A extragdo do 6leo essencial dos cladddios secos a temperatura ambiente e
a sombra foi realizada por hidrodestilagéo utilizando o aparelho de Clevenger (USP
XXV, 2002), com duracdo de 6 horas. O 6leo essencial obtido foi estocado em tubos
de vidro ambar, selados e mantidos em temperatura de (4 £ 0,5) °C. As atividades
antioxidante e antimicrobiana foram avaliadas sazonalmente. As atividades
pediculicida, citotéxica e imunomoduladora foram realizadas com os dos Oleos
essenciais obtidos nas quatro estacbes do ano. As diluigbes do Oleo essencial
empregadas para os experimentos foram obtidas a partir de calculos baseados na

densidade.
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4.3.2 ldentificacdo e quantificacdo dos compostos volateis do 6leo essencial de B.

milleflora por cromatografia gasosa acoplada a detector de massa

A identificacdo dos constituintes volateis foi realizada por meio do
cromatdgrafo a gads Hewlett-Packard 6890 equipado com o detector seletivo de
massas Hewlett-Packard 5975 e coluna de capilaridade HP-5MS (30 m x 0,25 mm x
0,25 um). A cromatografia gasosa associada a espectroscopia de massa foi
realizada usando injetor split, com injetor na temperatura de 220°C, sendo da coluna
60°C, com rampa de aquecimento de 3°C/min, temperatura final 240°C e
temperatura do detector 250°C. O hélio foi usado como gas de arraste a 1 mL min™.
O sistema de ionizacdo de elétrons CG-MS foi 70 eV. As andlises quantitativas
foram realizadas usando um cromatografo a gas Hewlett-Packard 5890 equipado
com detector de ionizagdo de chama sob as mesmas condi¢cdes descritas
anteriormente. As amostras dos 6leos foram dissolvidas em acetato de etila (20
mg/mL) para as analises. Os indices de retencdo foram determinados pela injecéao
de padrdes de hidrocarbonetos e das amostras dos 6leos essenciais sob as mesmas
condicdes. Os componentes dos Oleos essenciais foram identificados por
comparacado com os dados da literatura (ADAMS, 2007), e perfis da biblioteca de
espestro de massas (NIST -11). A quantificacdo cromatogréfica gasosa com detector
de ionizacdo de chama foi obtida usando cromatégrafo GC-FID e expressa como

média a partir de trés amostras do 6leo essencial.

4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.4.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos Oleos essenciais de B. milleflora obtidos nas
quatro estacBes do ano foi determinada por meio de quatro métodos: reducao do
radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), reducdo do complexo fosfomolibdénio,
determinacdo de espécies reativas do acido tiobarbiturico (TBARS) e pela
descoloracao do radical catidnico 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
(ABTS-").
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4.4.1.1 Método da reducéo do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)

A atividade antioxidante dos 0Oleos essenciais foi realizada de acordo com o
protocolo descrito por Yamaguchi et al. (1998). Foram preparadas diferentes
concentracbes (35, 30, 25, 20, 15, 10, 5, 1 e 0,5 mg/mL) dos 6leos essenciais em
metanol. Esse solvente também foi empregado na obtencdo das diluicbes seriadas
dos controles positivos: acido ascorbico e acido galico (1000 a 0,387 pg/mL) e na
obtencéo da solucédo de DPPH (0,1mM).

Em microplacas de 96 pocos foram transferidos 20 pL das solu¢des de 6leo
essencial de B. milleflora bem como dos controles positivos e do branco (metanol) e
100 pL da solucdo de DPPH. As placas foram homogeneizadas durante 1 minuto e a
leitura foi realizada apdés 30 minutos de incubacdo no escuro a temperatura
ambiente em leitor de microplacas (Biotek Instruments, Winooski, VT, EUA) no
comprimento de onda de 517 nm.

A atividade antioxidante (AA) foi determinada sob a forma de porcentagem e
calculada pela taxa de declinio da absorvancia da solu¢cdo de DPPH com o 6leo ou
padrdes, apds 30 minutos de reacdo, em relacdo a solucao de referéncia (DPPH em
metanol), de acordo com a equacéo 1:

%AA= 100-[(A amostra - A branco/ A controle) X 100)]  (Equacéo 1)

Onde, A é o valor de cada absorvancia. A partir da porcentagem da atividade
antioxidante obtida para cada concentracdo de 6leo essencial foi construido um
grafico. A equacdo da reta obtida foi utilizada para o célculo do ICs, substituindo o
valor de Y por 50%. O valor de ICs encontrado representa a concentracdo da

amostra com capacidade de reduzir 50% da concentracdo de DPPH adotada.

4.4.1.2 Método da reducédo do complexo fosfomolibdénico

A determinacdo da capacidade antioxidante total foi realizada pelo método
de reducdo do complexo fosfomolibdénico. Esse ensaio é baseado na reducdo do
molibdénio VI a V pela amostra em analise (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). Em
um tubo de ensaio foi adicionado 300 yL do 6leo essencial em solucdo etandlica a

200 wpg/mL, juntamente com 3 mL do reativo (molibdato de ambénio a 4 mmol/L,
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fosfato de sédio 28 mmol/L, acido sulfarico 0,6 mol/L). O tubo foi fechado
hermeticamente e levado ao banho-maria a 95°C por 90 min. O ensaio foi realizado
em triplicata.

Apoés o resfriamento do tubo foi realizada a leitura em espectrofotémetro
UV/Vis SHIMADZU-1601 a 695 nm contra um branco (300 uL de etanol, acrescidos
de 3 mL do reativo). Os padrdes utilizados foram o &cido ascorbico, acido galico e a
rutina a 200 pg/mL. Para efeitos de céalculo, o acido ascorbico foi considerado como

100% de atividade antioxidante, conforme a equacéao 2.
%AA = (A amostra = A branco/ A écido ascorbico = A branco) x 100 (Equagéo 2)
Onde, A é o valor de cada absorvancia.

4.4.1.3 Método para a determinacdo das espécies reativas do acido tiobarbittrico
(TBARS)

Para a determinacdo das espécies reativas do &cido tiobarbitdrico foi
utilizada, como meio rico em lipideos, uma solucao de gema de ovo homogeneizada
(KISHIDA et al., 1993). O procedimento foi realizado em quintuplicata. Em cinco
tubos de ensaio foram adicionados 0,5 mL da solucdo de gema de ovo (10% m/v) e
0,1 mL de solucdo de 6leo essencial ou padrdo a 1000 ppm (m/v) em metanol,
completando-se o volume para 1 mL com &gua destilada. A seguir, foi adicionado a
cada tubo 0,05 mL de cloreto de 2,2’-azo-bis-2-amidinopropano (ABAP) (0,07 mol/L)
para induzir a peroxidacdo dos lipideos. Adicionaram-se 1,5 mL de solucédo 20% de
acido acético (pH 3,5) e 1,5 mL de solucdo de acido 2-tiobarbittrico (TBA) (0,8%
m/v) em solucdo de dodecil sulfato de sédio (SDS) (1,1% m/v). O controle foi
preparado, para a completa peroxida¢do dos lipideos, com a adicdo de todos os
reagentes, com exce¢do da amostra testada.

Os tubos de ensaio foram levados ao banho-maria & 95°C, sob agitacéo, por
1 h. ApoOs resfriamento, foram adicionados 5 mL de 1-butanol a cada tubo e
centrifugados a 3000 rpm, durante 10 min. A absorbancia da camada organica
superior foi medida em um espectrofotometro Spekol no comprimento de onda de
532 nm. O indice antioxidante da amostra foi expresso em porcentagem (IA%)

usando a equacgéao 3:
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IA% = (1 -A/C)x100 (Equacéo 3)

Onde, C é a absorbancia do controle totalmente oxidado e A, a média
aritmética das absorvancias da amostra testada. Utilizou-se como padréao positivo o

antioxidante BHT a 1000 ppm (m/v).

4414 Método da descoloracdo do radical catidnico 2,2-azinobis(3-

etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS+")

O método da descoloracdo do radical catiénico (ABTS+") foi realizado de
acordo com RE et al., 1999. Para a obtengdo do radical catiénico ABTS+" foram
misturadas solu¢cdes aquosas de ABTS (7 mmol/L) e persulfato de potassio (2,45
mmol/L) em uma proporgdo volumétrica de 1:1 e incubadas ao abrigo da luz, a
temperatura ambiente por 12 horas. A seguir, a solugdo de ABTS+" foi diluida em
etanol para a obtencdo de um valor de absorvancia de = 0,7 a 734 nm. A
complexacéo entre o ABTS+" e 0 6leo essencial diluido (0,1; 0,5; 1; 2; 3; 4;5; 6; 7; 8
mg/mL) foi medida pelo decréscimo da absorvancia a 734 nm, apés 30 minutos, em
leitor de microplacas (Molecular Devices, SpectraMax 190, Sunnyvale, Estados
Unidos). Todas as leituras foram realizadas em triplicata. Uma solugdo de rutina
(0,078; 0,156; 0,312; 0,500; 0,625 mg/mL) foi utilizada como padrdo. A atividade

antioxidante foi calculada pela equacéao 4.
% Inibicdo = [(Ap-Aa)/ Ap ] X 100  (Equacgéo 4)

Onde, Ay, é a absorvancia do controle positivo e A, € a absorvancia da
amostra. Os resultados foram expressos como concentracdo necessaria do
antioxidante para suprimir 50% do agente oxidante (ICso).

4.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.5.1 Microrganismos e preparo dos inéculos

As cepas utilizadas no ensaio microbiolégico foram obtidas da American
Type of Culture Collection (ATCC) de Escherichia coli (ATCC 10530),
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Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Candida albicans (ATCC 10231),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). O
indculo foi preparado a partir de uma suspensao de coldnias em solucao salina. A
concentracdo de microrganismos foi ajustada em comparacdo com o tubo 0,5 da
escala de McFarland (1x10® UFC/mL) e diluida 1:10 para se obter uma diluicdo de 1
x 10" UFC/mL. Um volume de 0,010 mL dessa suspens&o foi inoculado no caldo. A
concentracdo final de microrganismos no teste foi de aproximadamente 1 x 10°

UFC/mL poco. Os ensaios foram realizados em triplicata.

4.5.1.1 Método de microdiluicio em caldo para determinacdo da concentracao

inibitéria minima (CIM)

Os 6leos essenciais de Baccharis milleflora foram solubilizados em Tween®
80 a uma concentracao final de 1% e diluidos a 10 mg/mL no caldo Mueller-Hinton
(CMH) para os testes com E. coli, S. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa e no caldo
Mueller-Hinton com 2% de glicose (CMHG) para os ensaios com C. albicans. Todas
as solugdes resultantes foram filtradas por membrana 0,22 pum.

O teste de microdiluicao foi realizado em placas de 96 poc¢os de acordo com
o0 protocolo adaptado M7-A6 (NCCLS, 2004). A um volume de 200 pL de cada
solucdo de oleo essencial, previamente adicionado em cada poco da microplaca,
nas diluicbes seriadas de 10 a 0,078 mg/mL, foi adicionado 10 puL de cada inéculo
microbiano.

No controle negativo foi adicionado o meio com o microrganismo e o Perio
Gard® (0,12% de clorexidina). No controle positivo foi adicionado apenas a cepa
bacteriana com o0 meio (preparada da mesma forma que as amostras). As
microplacas foram tampadas e incubadas a 35°C por 24 h em estufa. Para a
confirmagdo da presengca de microrganismos Vviaveis nas concentracdes nao
inibitorias, foi utilizado 50 pL do corante TCC (2, 3, 5 trifenil cloreto de tetrazolio) a
1% e incubado por 30 minutos em estufa a 35°C. Isto torna possivel distinguir as
amostras vivas, coloridas de vermelho, daguelas mortas que mantém a sua cor,
possibilitando determinar a concentracéo inibitoria minima (CIM) (DESWAL; CHAND,
1997).

As concentracfes que se mantiveram incolores foram semeadas em placas

contendo o meio Agar Mueller-Hinton solidificado a fim de verificar a Concentragao



59

Bactericida Minima (CBM). As concentracdes na qual se observou nulidade de
crescimento ou crescimento de até 3 UFC foram consideradas bactericidas (CBM)
(POZZATTI et al., 2009).

4.6 ATIVIDADE PEDICULICIDA

4.6.1 Atividade biologica frente ao Pediculus humanus capitis

Este ensaio foi aprovado pelo de Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
seres humanos da Universidade Estadual de Ponta Grossa parecer n° 369.973
(08/05/2014).

4.6.1.1 Coleta, armazenamento e transporte do Pediculus humanus capitis

A coleta dos exemplares de Pediculus humanus capitis foi realizada pelo
meétodo de catacdo manual em uma escola de Ponta Grossa, mediante a assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) pelos responsaveis. Foram
realizados esclarecimentos sobre a finalidade do trabalho e sobre o procedimento a
ser adotado. Os piolhos coletados foram, imediatamente, transferidos para um
recipiente de plastico cristal, rigido, com capacidade para 100 mL e acomodados
juntos a alguns fios de cabelos que serviram como suporte para os insetos. O frasco
foi tamponado com gaze de algodéao, identificado e acondicionado em caixa de
isopor tampada, contendo termo-higrometro de bulbo seco e bulbo Umido e
transportado ao laboratério de Parasitologia Humana da UEPG. A temperatura da
caixa fechada foi mantida entre (25 e 30)°C e a umidade relativa (UR) entre (70 e
75)%. O transporte ocorreu em um prazo maximo de 2 h. ApGs a constatacdo da
mobilidade dos espécimes de Pediculus humanus capitis, esses insetos em
diferentes fases evolutivas (ninfas e adultos) foram separados em grupos de seis e
transferidos, com auxilio de uma pin¢a entomologica, para placas de Petri de vidro

com 5 cm de diametro.
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4.6.1.2 Avaliagéo da atividade fumegante

A atividade fumegante do pool do 6leo essencial de B. milleflora foi realizada
utilizando o meétodo sugerido por Toloza et al. (2006). Esse experimento foi
conduzido em um sistema de camara fechada que permitiu a formacéo de vapores,
utilizando uma placa de Petri e sua respectiva tampa (FIGURA 5). Uma gota (60 L)
do Oleo essencial em estudo foi depositada sobre a laminula de vidro. Trés grupos
de seis piolhos adultos foram expostos ao teste com o 6leo essencial e monitorados
a cada 5 min durante 1 h. Os resultados foram expressos como tempo médio de
knockdown (KTsg), em min. O knockdown consiste na inabilidade dos insetos se
moverem em um papel filtro. O KTso representa o tempo médio em que 50% dos
piolhos foram imobilizados. Durante todo o procedimento, foram mantidos valores de
temperatura de (28 + 1) °C e UR (60 £ 5)%. O O6leo essencial de Melaleuca (Via
Farma) foi utilizado como controle positivo. O controle negativo foi estabelecido da
mesma forma, porém, sem a aplicacdo de nenhuma substancia sobre a laminula de

vidro. O ensaio foi realizado em triplicata.

FIGURA 5 - AVALIACAO DA ATIVIDADE FUMEGANTE DO OLEO ESSENCIAL
Baccharis milleflora DC.

Piolho de Placa de Petri
Gota de 6leo  cabeca

Base de uma placa petri
Laminula

Papel filtro

FONTE: Adaptado de TOLOZA et al. (2006).
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4.6.1.3 Avaliagdo da atividade repelente

Para o teste de repeléncia foi utilizado um papel filtro dividido em duas zonas
circulares: uma interna (zona a) e outra externa (zona b) (TOLOZA et al., 2006),
(FIGURA 6). A zona (a) foi impregnada somente com acetona, enquanto a zona (b)
foi impregnada com 500 pL do pool do 6leo essencial de B. milleflora em solucéo de
acetona (50 mg/mL). Um teste preliminar foi efetuado, no qual ambas as zonas
foram tratadas somente com acetona, sendo mensurada a mobilidade dos insetos
em direcdo a zona externa (controle negativo). Grupos de seis piolhos adultos foram
colocados na zona interna e a repeléncia foi expressa pela porcentagem de insetos
gue evitou a zona externa (zona impregnada com o 6leo essencial em estudo). Para
verificar o ndmero de piolhos encontrados em cada zona, o experimento foi
monitorado durante 1 h e a cada 5 min. Como controle positivo foi utilizado o 6leo
essencial de citronela (DEG). Os testes foram efetuados em triplicata. O indice de
repeléncia (IR) foi calculado como a porcentagem de insetos repelidos da zona
tratada com o Oleo essencial, a partir da Equacéo 5, na qual N; é a média do niumero
de piolhos encontrados na zona b do ensaio realizado somente com acetona
(controle negativo) e N; € o niumero de piolhos encontrados na zona b para o teste

ou para o controle positivo.

IRP =[(Nc — Nt/ Nc)] x 100 (Equacéo 5)
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FIGURA 6 - AVALIACAO DA ATIVIDADE REPELENTE DO OLEO ESSENCIAL
DE B. milleflora DC.

l1.4cm

95cm |
g

FONTE: Adaptado de TOLOZA et al. (2006).

4.7 ATIVIDADE CITOTOXICA

4.7.1 Ensaios com cultura de células

Os oOleos essenciais obtidos sazonalmente dos cladodios de B. milleflora
foram utilizados nos ensaios com culturas de células. Uma solucdo estoque (100
mg/mL) do pool do Gleo essencial foi preparada em propilenoglicol e alcool etilico
(1:4) como procedimento de solubilizacdo (VIRADOR et al.,, 1998). A solucao
estoque do 6leo essencial de B. milleflora foi diluida em meio de cultivo RPMI 1640
com 10% de dodecil sulfato de sédio (SFB) (3, 10, 30, 100, e 300 pg/mL) no
momento antecedente ao inicio dos experimentos (SYLVESTRE et al.,, 2006;
CARDILE et al., 2009).
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4.7.2 Células e culturas de células

As linhagens celulares Jurkat (leucemia de células T), HL-60 (células de
leucemia promielocitica humana) e Raji (células linfoblastéides derivadas do linfoma
de Burkitt) foram obtidas a partir do banco de células da Escola de Patologia Dunn
(Universidade de Oxford, Reino Unido); American Type Culture Collection (ATCC) e
do Banco de Células do Rio de Janeiro (Ilha do Fundao), respectivamente. Todas as
culturas foram mantidas em meio RPMI-1640 (Sigma). Este meio foi suplementado
com soro bovino fetal 10% (SBF, Life Technologies), contendo 0,1% de uma mistura
de antibitticos: 10.000 unidades de penicilina e 10 mg de estreptomicina por mL
(Sigma). Foram adicionados bicarbonato de sodio 2 mg/mL e glutamina 2 mmolar.
As culturas foram mantidas a 37°C em estufa com atmosfera umida e 5% de CO..
Estas células foram sub cultivadas a cada 3-4 dias. A viabilidade das células
excedeu 95%, como determinado pelo azul de tripan (0,5% de solugdo de azul,

Sigma tripano).

4.7.3 Testes de citotoxicidade in vitro

4.7.3.1 Ensaio de viabilidade celular pela técnica de exclusdo do azul de Tripan

Este método avalia a integridade da membrana celular (MERCHANT; KAHN;
MURPHY, 1964). As linhagens Jurkat, HL-60 e Raji, em meio RPMI 1640 contendo
10% de SBF, foram semeadas em placas de 24 pocos (1x10° células/poco) e
mantidas sob condicdes de cultivo (37°C em estufa com atmosfera Umida e 5% de
CO,) por 24 h. Posteriormente, foram adicionados os tratamentos com o pool do
6leo essencial (3, 10, 30 e 100 pg/mL). As células foram incubadas por 24,48 e 72 h
consecutivas a 37°C em estufa com atmosfera imida e 5% de CO,. Apds o periodo
de incubagdo uma aliquota de 100 pyL da suspensdo de células devidamente
homogeneizada foi retirada e diluida em azul de Tripan (0,4% em PBS) (1:1). As
células foram observadas e contadas em camara de Neubauer sob microscopia
optica. O azul de Tripan penetra no interior de células que perderam a integridade da
membrana. As células consideradas viaveis apresentaram-se integras, redondas e
incolores e as células ndo viaveis apresentaram-se coradas em azul. A viabilidade

celular foi expressa em porcentagem.
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4.7.3.2 Ensaio da viabilidade celular pelo método de reducdo do MTT

A citotoxicidade foi realizada pelo ensaio da reducdo do MTT [brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazoélio] (Sigma) para investigar a atividade das
desidrogenases mitocondriais, por conseguinte, atividade metabdlica celular
(MOSMANN,1983). As linhagens Jurkat, HL-60 e Raji em meio de cultivo RPMI 1640
contendo 10% de SBF, foram semeadas em placas de 24 pocos (1x10° células/mL)
e mantidas sob condicdes de cultivo (37°C em estufa com atmosfera Umida e 5% de
COy) por 24h. Diferentes concentracdes do 6leo essencial foram adicionadas (3, 10,
30, 100, e 300 pg/mL). As células foram incubadas por 24, 48 e 72 h consecutivas a
37°C em estufa com atmosfera imida e 5% de CO,. Apés o periodo de incubacao, o
conteudo de cada poco foi centrifugado a 220g por 5 minutos, o sobrenadante
desprezado e foi adicionada uma solugdo de MTT (0,5 mg/mL). Em seguida, as
culturas foram incubadas a 37°C durante 30 min ao abrigo da luz. Apés o periodo de
incubacdo, o conteudo de cada poco foi centrifugado a 600g por 5 minutos e
desprezado o sobrenadante. Para a solubilizacdo dos cristais de formazan, produto
da reducdo do MTT, foi adicionado o dimetilssulfoxido (DMSO). A leitura
espectrofotométrica da absorbancia foi realizada em leitor de placas (Biotek,
MQuant), em comprimento de onda de 550 nm. O meio RPMI 1640 foi empregado
como controle negativo. A viabilidade celular foi determinada pela comparacdo dos
valores das absorbancias obtidas para células tratadas e néo tratadas com o pool
dos Oleos essencias. A citotoxicidade foi expressa como a concentragdo da amostra
que inibiu 50% do crescimento celular (ICsp) e foi calculada por regresséo de Probit

através da analise de Finney.
4.7.4. Analise do contetudo de DNA celular
O efeito do pool do 6leo essencial sobre a proliferacdo celular foi avaliada

por meio da andlise do conteldo de DNA utilizando as solu¢des de difenilamina
(DPA) e iodeto de propidio (PI).
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4.7.4.1 Solucao de difenilamina (DPA)

As células Jurkat, HL-60 e Raji em meio de cultivo RPMI 1640 contendo 10%
de SBF foram semeadas em placas de 24 pocos (1,5 x 10° células/mL) e mantidas
sob condi¢des de cultura por 24 h (SELLITTI et al., 2001). A seguir, os tratamentos
com o 6leo essencial foram adicionados (3, 10, 30, 100 e 300 pg/mL) e as placas
mantidas sob condi¢cdes de cultivo (37°C em estufa com atmosfera Umida e 5% de
CO,) por 48 h. Apos esse periodo, as suspensdes de células referentes a cada
tratamento foram coletadas e centrifugadas a 600g por 10 minutos, a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi desprezado e sobre o precipitado celular foi
adicionado 500 pL de uma solucéo de difenilamina por um periodo de 24 h ao abrigo
da luz em temperatura ambiente. A solucdo DPA foi preparada com 8 mL de agua
deionizada, 0,1 mL de acetaldeido 1% e 20 mL de uma solucédo estoque de DPA (1
g difenilamina, 90 mL de &cido acético glacial e 2 mL de acido sulfarico). O meio
RPMI 1640 com 10% de SBF foi empregado como controle negativo. Determinou-se
a absorbancia em espectrofotometro a 575 nm (SELLITTI et al., 2001). Os

resultados foram expressos em porcentagem de conteddo de DNA celular.

4.7.4.2 lodeto de propidio (PI)

O ensaio do iodeto de propidio (Pl) foi realizado utilizando o protocolo
modificado de Dengler et al. (1995). As células Jurkat, HL-60 e Raji em meio de
cultivo RPMI 1640 contendo 10% de SBF foram semeadas em placas de 24 pocos
(1 x 10° células/mL) e mantidas sob condicdes de cultura por 24 h. A seguir, foram
adicionados os tratamentos com o Oleo essencial (3, 10, 30, 100 pug/mL) por 72
horas. Aliquotas de 50 L, correspondente a 4 x 10 células/mL, foram transferidas
para um placa preta de 96 pocos e sobre essa foi adicionado 150 pL de solucéo de
iodeto de propidio a 100 pg/mL contendo Triton X-100 0,2% (v/v) e citrato de sédio
0,2% (v/v). ApOs 24 horas de incubacdo a temperatura ambiente, a fluorescéncia foi
medida utilizando o leitor de microplacas (CytofluorH 4000) (excitagdo = 525 nm e
emissao = 617 nm) para quantificar a quantidade de células viaveis. Os resultados

foram expressos em porcentagem de contetddo de DNA celular.
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4.7.5 Ensaio do Ciclo Celular

Para analisar se houve alteracao no ciclo celular foi executado o protocolo
descrito por Crissman e Steinkamp (1973) e por Krishan (1975), adaptado. As
células Raji em meio RPMI 1640 contendo 10% de SBF foram semeadas em placas
de 24 pocos (5 x 10° células/poco) e mantidas sob condicdes de cultivo (37°C em
estufa com atmosfera umida e 5% de CO,) por 24 horas. Posteriormente, foi
adicionado o tratamento com o 6leo essencial (15, 30 and 60 pg/mL) e o antitumoral
clorambucil (20 uM) (Sigma). Ap6s 24 horas de cultura, as células em suspensao
foram centrifugadas a 300 g por 7 minutos e desprezado sobrenadante. O pellet
celular foi lavado com 1 mL de tampéo PBS, centrifugado novamente a 300 g por 7
minutos e ressuspenso em 150 pL de PBS. As células foram fixadas por
gotejamento com etanol 70%, homogeneizadas e mantidas a 4°C. A seguir, as
células foram novamente centrifugadas a 300 g por 7 minutos, o sedimento foi
ressuspenso em 1 mL de tampédo PBS, centrifugado e ressuspenso em 200 uL de
tampéo de PSSI (1,4 uL de Triton X-100 a 1%, 20 pL de RNAse (20 mg/mL), 60 uL
de iodeto de propidio (2 mg/ mL) e 8,520 mL de PBS). As amostras foram incubadas
por 15 minutos a 37°C e analisadas em citometro de fluxo (FACscalibur da Becton &
Dickinson, San Jose, CA, EUA) utilizando-se o canal FL2-H. Os resultados obtidos
foram processados utilizando o programa CellQuest (Becton & Dickinson) avaliando
10.000 eventos por amostra e expressos em porcentagem de células em diferentes

fases do ciclo celular.

4.7.6 Ensaio da condensacao de cromatina

As células Raji em meio RPMI 1640 contendo 10% de SBF foram semeadas
em placas de 24 pocos (1 x 10° células/poco) e mantidas sob condicées de cultivo
(37°C em estufa com atmosfera umida e 5% de CO;) por 24 horas. A seguir, as
células foram tratadas com 6leo essencial (30 e 60 pg/mL), vincristina 40 nmol/L
(Tecnocris®) e cloranbucil 20 uM (Sigma) por 48 horas. Apdés o tratamento, 1 mL da
suspensao de ceélulas foi centrifugada a 220 g por 5 minutos. O sedimento foi lavado
com 0,5 mL de tampdo PBS gelado e centrifugado a 220g por 5 minutos. O
sedimento foi corado com 20 pL de uma solucdo de NaCl 0,9% contendo 0,5 pg/mL

de Hoechst 33342 (Sigma). Este corante fluorescente liga-se ao DNA revelando se a
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cromatina nuclear esta frouxa ou condensada (sinais de apoptose). As células foram
incubadas no escuro por 10 min. As mudancas nos nucleos foram observadas por
microscopia Optica de fluorescéncia com aumento de 400x, sob feixe de luz UV,
utilizando filtro tipo de DAPI (BX41,0limpus). As amostras foram fotografadas em

quatro campos diferentes sob a luz UV (365/380 nm).

4.7.7 Avaliacao do processo de morte celular

Para elucidar o tipo de morte celular induzida pelo 6leo essencial de B.
milleflora foi utilizado a mistura dos corantes acredinorange e brometo de etidio,
conforme descrito por Ribble et al. (2005). As células Raji em meio RPMI 1640
contendo 10% de SBF foram semeadas em placas de 24 pocos (1 x 10°
células/poc¢o) e mantidas sob condi¢des de cultivo (37°C em estufa com atmosfera
Uumida e 5% de CO;) por 24 horas. As células foram tratadas com 6leo essencial (30
e 60 pg/mL), vincristina 40 nmol/L (Tecnocris®) e cloranbucil 20 uM (Sigma) por 48
horas. Apds o tratamento, 1 mL da suspensédo de células foi centrifugada a 220 g por
5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet foi lavado com 0,5 mL de PBS
gelado e centrifugado novamente a 220 g por 5 minutos. O sobrenadante foi
descartado e adicionou-se 2 pL da solugéo de acredinorange (AO) e brometo de
etidio (EB). A mistura de corantes para a coloracdo EB/AO foi de 200 pg/mL
acredinorange e 200 ug/mL de brometo de etidio em PBS. A suspensao de células
coradas (10 uL) foi colocada sobre uma lamina e coberta com uma laminula. A
coloracdo foi visualizada em microscopio 6ptico de fluorescéncia (400x), com
excitacdo 480/30 nm e emissdo a 535/40 nm (BX41,0limpus). A deteccdo das
células apoptoéticas e necréticas foi avaliada pelo formato morfolégico do nucleo e
pela coloracdo das células e cromatina, conforme descrito por Ribble et al. (2005). O
corante acredinorange penetra nas células vivas e mortas emitindo fluorescéncia. As
células viaveis apresentam nucleo normal e coloracdo verde. As células em fase
inicial de apoptose apresentam nucleo verde brilhante, porém, com perda parcial da
integridade de membrana, observando-se areas laranja no nucleo. As células
necroticas apresentam nucleo laranja uniforme, pois ha perda total da integridade da
membrana. Pelo menos quatro campos diferentes foram fotografados. Os testes

foram realizados em triplicata, contando um minimo de 100 células por amostra.
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4.7.8 indice de seletividade:

O indice de seletividade (IS) é utilizado para indicar a seletividade de um
composto entre uma linhagem tumoral (Raji) e uma linhagem saudavel (Linfécitos),
indicando o potencial dos compostos em testes clinicos, determinados pela equacgéo
6.

indice de seletividade = ICso_dos linfocitos humanos  (Equag&o 6)

ICso das células tumorais

Para o calculo do IS foi utilizado o ICsg obtido no ensaio de reducdo do MTT
pelo periodo de 48 horas, tanto para células tumorais (Raji) quanto para células
saudaveis (linfocitos) tratadas com Oleo essencial, onde ICs; é a concentracdo
necesséaria para matar 50% da populacdo de células, calculados por regressao
Probit, Finney métodos (BADISA et al., 2009).

4.7.9 Extracgédo de linfocitos humanos

O estudo foi aprovado pelo Comité de ética da Universidade Estadual de
Ponta Grossa, Parana (Protocolo n° 1.026.524/2015). Amostras do sangue periférico
humano, utilizadas nos ensaios in vitro, foram coletadas de voluntarios saudaveis,
nao fumantes, que permaneceram em jejum por 12 horas, com idade entre 18-30
anos, mediante o seu consentimento informado. O sangue foi coletado em tubos
vacutainer contendo o anticoagulante EDTA e diluido com o mesmo volume de
tampéo PBS. A seguir foi utilizado o reagente Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich), o
qual possibilita a separacado de células mononucleares (linfécitos e mondcitos). A
suspensao de células foi centrifugada a 400 g por 30 min a 4°C. A camada de
células mononucleares foi recolhida com o auxilio de uma pipeta de pasteur e diluida
em 10 mL de PBS e novamente centrifugada a 220 g por 10 minutos a 4°C. O pellet
obtido foi lavado com 10 mL de PBS, centrifugado e ressuspenso em 20 mL meio de
cultura de RPMI-1640 (pH 7.4) suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF),
bicarbonato de sodio (2 mg/mL), glutamina (2 mM) e antibiéticos (10000 U/mL de
penicilina e estreptomicina 10 mg/mL). Os mondcitos das células mononucleares

qguando colocados em cultura aderem a superficie e os linfécitos permanecem no



69

sobrenadante, por isso, a suspensao de células obtidas anteriormente foi adicionada
a uma garrafa de cultura (75 cm?) e mantida sob condicdes de cultura (37°C em
estufa com atmosfera umida e 5% de CO,) por 2h. A seguir, a suspensao de células
foi centrifugada a 220 g por 5 minutos. Os linfécitos foram separados dos mondcitos
e utilizados no experimento. Os linfocitos foram ressuspensos em 5 mL de meio de
cultura RPMI-1640 tamponado com bicarbonato de sédio 24 mM, 10% de SBF e
antibioticos (10000 U/mL de penicilina e 10 mg/mL estreptomicina). A suspensao de
linfécitos foi semeada em placa de 24 pocos (2x10° células/mL) e mantida sob
condic¢des de cultura por 24 horas. As células foram tratadas com éleo essencial de
B. milleflora (3, 10, 30, 100 e 200 pg/mL), e mantidas sob condi¢cfes de cultura (37°C
em estufa com atmosfera Umida e 5% de CO,) por 48 h. A viabilidade celular foi
determinada pela contagem das células em camara Newbauer com azul de tripan e

pelo método de reducdo do MTT, conforme descrito no item 4.7.3.2.

4.8 ATIVIDADE IMUNOMODULADORA

4.8.1 Ensaios com culturas de células

Os Oleos essenciais obtidos a partir dos cladodios de B. milleflora foram
utilizados nos ensaios com culturas de células. Uma solucédo estoque (100 mg/mL)
do pool do 6leo essencial foi obtida com propilenoglicol e élcool etilico (1:4) como
procedimento de solubilizacdo (VIRADOR et al., 1999). A solucao estoque foi diluida
a concentracOes finais de 1,5, 3, 10, 30 e 100 pg/mL utilizando meio de cultura.
(CARDILE et al., 2009).

4.8.2 Células e culturas de células

A célula J774A.1 foi cultivada em frasco de cultura de plastico em meio
RPMI 1640 suplementado com 2 mM de L-glutamina, 24 mM de NaHCOg3;, 10% de
soro fetal bovino, penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL) em estufa a
37°C com atmosfera imida e 5% de CO,. Apés 2-4 dias, as células foram removidas
do frasco de cultura e centrifugadas por 5 minutos a 125g. O meio foi removido e as

células foram ressuspensas em meio e plaqueadas em placas apropriadas
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(Multiwells 24 pogos). Os experimentos foram realizados quando as células
atingiram cerca de 70% de confluéncia.

4 .8.3 Testes de citotoxicidade in vitro

4.8.3.1 Ensaio da viabilidade celular pelo método de reducdo do MTT

A citotoxicidade foi realizada pelo ensaio da reducdo do MTT [brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio] (Sigma) para investigar a atividade das
desidrogenases mitocondriais, por conseguinte, atividade metabdlica celular
(MOSMANN,1983). As células J774 (2,5x10* células / mL) em meio de cultivo RPMI
1640 contendo 10% de SBF foram semeadas em placas de 24 pocos e mantidas
sob condi¢Bes de cultivo (37°C em estufa com atmosfera imida e 5% de CO,) por
24h para adesdo. Diferentes concentracdes do 06leo essencial foram adicionadas
(1.5, 3, 10, 30 e 100 pg/mL). As células foram incubadas por 48 e 72 h consecutivas
a 37°C em estufa com atmosfera Umida e 5% de CO,. ApoOs incubacédo, o
sobrenadante foi removido e foi adicionado uma solu¢cdo de MTT (0,5 mg/mL) em
cada poc¢o 20 minutos antes do final dos experimentos. O DMSO foi utilizado para
solubilizar os cristais de formazano azul escuro formados nas células viaveis. A
absorvancia foi medida a 550 nm usando um leitor de microplacas (Biotek pQuant).
A sobrevivéncia celular foi determinada por comparacdo dos valores das
absorvancias obtidos para as células tratadas e nédo tratadas. A citotoxicidade foi
expressa como a concentragcdo da amostra que inibiu 50% do crescimento celular

(ICsp) € foi calculada pelo método dos minimos quadrados pela analise probit.

4.8.3.2 Ensaio da sulfarodamina (SRD)

As células J774 em meio RPMI 1640 contendo 10% de SBF foram
semeadas (2,5x10* células/mL) em placas de 96 pocos e mantidas sob condicdes de
cultivo (37°C em estufa com atmosfera umida e 5% de CO;) por 24h para aderéncia.
O ¢leo essencial em diferentes concentragdes (1,5, 3, 10, 30, e 100 pg/mL) foi
adicionado. As células foram incubadas por 48 e 72 h consecutivas a 37°C em
estufa com atmosfera Umida e 5% de CO,. O sobrenadante foi removido e uma

solucdo de acido tricloroacético a 10% foi adicionada a cada pogo e a placa foi



71

acondicionada na geladeira durante 30 minutos. Em seguida, a placa foi lavada trés
vezes com agua miliQ e ficou secando em temperatura ambiente por 24 horas. Apos
este periodo foi adicionado 50 pL de sulfarodamina a 0,4% (SRD) por 20 minutos. A
SRB foi descartada e a placa foi lavada cinco vezes com 200 uL &cido acético a 1%.
ApOs a secagem da placa em temperatura ambiente por aproximadamente 30
minutos foi adicionado 200 pL de tris-base 10 mM e a absorvéancia foi medida a 492
nm usando um leitor de microplacas (Biotek pQuant) (PAPAZISIS et al., 1997).

4.8.4 Ensaio para a producao de éxido nitrico (NO)

A producdo de Oxido nitrico (NO) foi determinada através da medida de
nitritos no sobrenadante de culturas J774A.1 usando o ensaio descrito por Ding et
al. (1988) e Shand et al. (2011), com adaptacdes. As células J774 (1x10°células/mL)
em meio de cultivo RPMI 1640 contendo 10% de SBF foram semeadas em placa de
24 pocos e mantida sob condicdes de cultivo (37°C em estufa com atmosfera imida
e 5% de CO,) por 24h para aderéncia, obtendo 95% de confluéncia. O sobrenadante
foi descartado e adicionado 300 pL de meio RPMI 1640, seguido de incubacdo em
estufa por duas horas. O tratamento foi realizado com a adicdo de 100 pL da
solucéo de oleo essencial de B. milleflora a 8 ug/mL nas células tratadas e 100 pL
de uma solucdo de meio com veiculo nas células do controle. Apds leve
homogeneizacéo, as células foram mantidas sob condi¢cdes de cultivo (37°C em
estufa com atmosfera imida e 5% de CO,) por 4 horas. Em seguida, as células
foram estimuladas ou ndo com lipopolissacarideos (LPS) a 10 mg/mL obtido a partir
de Escherichia coli 055:B55 (Sigma) e 11 pg/mL de B-interferon 1A (Merck) e
mantidas sob condi¢des de cultura, por 24 horas. Apés, 100 uL do sobrenadante
foram removidos e incubados com um volume igual de reagente de Griess (1% de
sulfanilamida; 0,1% de dihidrocloreto de naftileno diamina; 2,5% de H3PO,) a
temperatura ambiente por 10 min. A absorvancia foi determinada a 550 nm com um
leitor de microplacas (Biotek Instruments Inc). O nitrito foi determinado por

comparagao usando uma curva de nitrito de sodio como padréo.
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4.8.5 Ensaio para a producdo intracelular de espécies reativas de oxigénio (ROS)

A producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi avaliada com o
auxilio da sonda 2',7'- diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) (LANDREMAN et
al., 2008). Para determinar a producdo de ROS intracelular, as células J774A.1
(0,5x10° células/mL) foram semeadas em placas pretas de 96 pocos. As células
foram incubadas com o 6leo essencial de B. milleflora (10 e 20 pg/mL) por 24 h, a
seguir o sobrenadante foi descartado. As células foram incubadas com 200 uL de
sonda DCFH-DA (25 pM) com Zimozan (12,50 x10° particulas por mL) em meio
RPMI 1640 incolor suplementado com SBF a 1% durante 60 min a 37°C no escuro.
A intensidade de fluorescéncia foi medida a cada 10 min, a um comprimento de
onda de excitacdo de 485 nm e um comprimento de onda de emissdo de 535 nm,

usando um leitor de microplacas de fluorescéncia (Biotek Instruments.Inc).
4.8.6 Ensaio de fagocitose

As células J774A.1 (2x10° células/poco) foram semeadas sobre laminulas
de vidro, em placas de 24 pocos, e mantidas sob condi¢cbes de cultivo (37°C em
estufa com atmosfera mida e 5% de CO,) por 24h para aderéncia. Apos as células
foram lavadas com meio DMEM e tratados ou ndo com o Oleo essencial de B.
milleflora (10 ug/mL) e zimozan (12,50x10° particulas por mL). As células foram
incubadas a 37°C em estufa com atmosfera imida e 5% de CO, por 60 minutos e
descartado o sobrenadante. As laminulas foram lavadas com meio DMEN e fixadas
com corante Rosenfeld. A capacidade fagocitica foi avaliada por microscopia optica
através da contagem de 100 células por tratamento como descrito por Sampaio et al.
(2003). A porcentagem de células foi determinada pelo nimero de macrofagos que

fagocitaram uma ou mais particulas Zimozan.
4.8.7 Analise estatistica

A andlise estatistica dos compostos majoritarios presentes nos oOleos
essenciais foi determinada por meio da analise de variancia (ANOVA), seguida do
teste post hoc de Tukey, utilizando o software Graph Pad Prism 5.01. Valores de

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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Nos ensaios bioldgicos e nos testes de citotoxicidade com as células Jurkat,
Raji e HL-60 foram empregadas as andlises estatisticas usando software Graph Pad
Prism 5.01. Comparacfes de multiplos grupos foram feitas usando analise de
variancia Anova e quando necessario foi empregado o teste post hoc de Tukey para
comparacao entre grupos. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significativos. Os resultados foram expressos como média e erro padrdao da média
(EPM).

A analise estatistica empregada nos ensaios autoimunes com as células
J774 foi determinada utilizando o software Graph Pad Prism 5.01. Comparagdes
entre dois grupos foram realizadas utilizando o teste de Mann Whitney.
Comparacdes de multiplos grupos foram realizadas utilizando o teste Kruskal-Wallis
seguido de uma comparacao intergrupos post-hoc pelo teste de comparacdo Dunn's
Muultiple. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. A
citotoxicidade foi expressa como a concentracdo da amostra que inibiu 50% do

crescimento celular (ICsp) e foi calculada por regressao Probit.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISE MORFOLOGICA EXTERNA

As carquejas apresentam como caracteristica morfoldgica a presenca de
cladédios, conhecidos como caules alados (BUDEL et al., 2005). Ha, entretanto,
carquejas que além dos cladddios apresentam folhas como, por exemplo: B.
apicifoliosa, B. flexuosiramosa (SCHNEIDER; BOLDRINI, 2008), B. opuntioides Mart.
ex. Baker (SCHNEIDER; BOLDRINI, 2008), B. trimera (Less.) DC. (RODRIGUES et
al., 2010), B. pseudovillosa I.L. Teodoro & J.E. Vidal, B. sagittalis (Less.) DC., B.
usterii Heering e B. stenocephala Baker (BARROSO; BUENO, 2002).

A identificacdo destas espécies apresenta certas dificuldades devido ao fato
de serem muito parecidas. Nesse sentido, B. trimera é muito confundida com B.
crispa Spreng., B. microcephala Baker, B. opuntioides, B. stenocephala e B. usterii
(BARROSO; BUENO, 2002; RODRIGUEZ; GATTUSO; GATTUSO, 2008;
SCHNEIDER; BOLDRINI, 2008). Adicionalmente, B. apicifoliosa e B. flexuosiramosa
sao similares a B. milleflora e B. organensis Baker, respectivamente (SCHNEIDER,;
BOLDRINI, 2008). Além disso, Baccharis sphagnophila A.A. Schneid. & G. Heidenis
é similar a B. pseudovillosa e B. ramboi G. Heiden & Macias.

Neste estudo, Baccharis milleflora (FIGURA 7A) apresentou o eixo central do
caule lenhoso medindo 1-1,5 m de altura e trés caules alados (FIGURA 8A). As alas
mostraram-se planas e interrompidas na extensao, medindo de 0,3-0,5cm de largura
(FIGURA 7B). Nao foram encontradas folhas nessa espécie.
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FIGURA 7 - MORFOLOGIA EXTERNA DE Baccharis milleflora DC., ASTERACEAE.

A) Aspecto geral; B) Ramos vegetativos.
FONTE: A autora (2014).

5.2 ANALISE ANATOMICA

5.2.1 Ala do cladddio

As células epidérmicas, em vista frontal, apresentaram parede anticlinal
delgada e com formato poligonal (FIGURA 8B), sendo possivel visualizar a presenca
de campos de pontuacdo primaria. Essas caracteristicas sdo encontradas em varias
espécies de carqueja (CORTADI et al.,, 1999; ORTINS; AKISUE, 2000; ALQUINI;
TAKEMORI, 2000; BUDEL; DUARTE; SANTOS, 2003). Nesse aspecto, a F. Bras. IV
(2003), descreveu a parede anticlinal das células epidérmicas de B. trimera com
contorno sinuoso.

Em vista frontal, a epiderme mostra-se uniestratificada e revestida por
cuticula levemente estriada (FIGURA 8D), caracteristica semelhante foi encontrada
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em B. articulata (Lam.) Pers. (CORTADI et al., 1999) e B. myriocephala DC. (SA;
NEVES, 1996), diferindo de B. gaudichaudiana DC. (BUDEL et al., 2003) e B.
trimera (CORTADI et al., 1999) que possuem cuticula estriada. No estudo realizado
por Petenatti et al. (2007), com B. sagittalis (Less.) DC. e B. triangularis Hauman foi
verificado a presenca de uma cuticula espessa e estriada.

Estbmatos anomociticos e anisociticos sd8o comuns em carquejas
(CORTADI et al., 1999; BUDEL et al., 2003; BUDEL et al., 2004; PETENATTI et al.,
2007; BUDEL et al., 2009). No presente estudo, B. milleflora apresentou estdmatos
anomociticos e actinociticos (FIGURA 8B) com 5 a 7 células subsidiarias localizadas
radialmente. Estas caracteristicas foram descritas por Freire, Urtubey e Giuliano
(2007), para as espécies ndo aladas: B. boliviensis (Wedd.) Cabrera, B. conferta
Kunth, B. linearis (Ruiz & Pav.) Pers., B. nitida (Ruiz & Pav.) Pers., B. odorata Kunth,
B. pilularis DC., B. salicifolia (Ruiz & Pav.) Pers., B. sarothroides A. Gray, B.
teindalensis Kunth, B. tola Phil. e B. tricuneata (L. F.) Pers. Tricomas glandulares
capitados bisseriados sdo caracteristicos de carquejas e podem ser encontrados
isolados, em tufos ou juntamente com tricomas tectores e frequentemente em
depressao na epiderme (CORTADI et al., 1999; F. BRAS. IV, 1988-2003; FREIRE;
URTUBEY; GIULIANO, 2007; PETENATTI et al.,, 2007; RODRIGUEZ; GATTUSO;
GATTUSO, 2008; BUDEL; DUARTE, 2009; RODRIGUES et al., 2010).

De acordo com o padrao encontrado nas carquejas, B. milleflora apresentou
tricomas glandulares capitados bisseriados formados por 8 células (FIGURA 8C, 9A,
9C). Outros tipos de tricomas glandulares também foram descritos para as
carquejas, como o0 tricoma glandular capitado unisseriado em B. sagittalis e B.
triangularis (PETENATTI et al., 2007) e tricoma glandular n&o capitado em B. usterii
(HEIDEN et al., 2009).
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FIGURA 8 — ANALISE ANATOMICA DE Baccharis milleflora DC., ASTERACEAE.

X980 28Mm

A) Seccdao transversal do eixo caulinar mostrando eixo central (AX) e trés alas (WI); B) Vista frontal
das células epidérmicas mostrando paredes anticlinais e estdmatos (ST); C) Vista frontal da epiderme
da ala dos cladddios evidenciando tufo de tricomas formados por tricomas glandulares capitados
bisseriados (GT) e tectores flageliformes (NT) em MEV; D) Vista frontal da epiderme da ala dos
cladddios mostrando estdmato (ST) e cuticula levemente estriada (CU). Barra = A (15CM), (100uM),
D (50uM). FONTE: A autora (2014).

Pagni e Masini (1999), acreditam que o 6leo essencial presente nos tricomas
glandulares e dutos secretores de espécies de Asteraceae pode ser o responsavel
pelo seu uso terapéutico. Nesse sentido, varias espécies de Baccharis sao
importantes fontes produtoras de 6leos essenciais (MORALES et al., 2009; VANINI

et al., 2012; FLORAO et al., 2012). No estudo em questdo, os tricomas glandulares
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presentes em B. milleflora reagiram positivamente a pesquisa de compostos

lipofilicos.

FIGURA 9 - Baccharis milleflora DC., ASTERACEAE. SECCAO TRANSVERSAL
DA ALA DO CLADODIO.

o -

ot gt =

A) Ala do cladédio, evidenciando endoderme (EN), Epiderme (EP), Cuticula (CU), Parénquima
esponjoso (SP), Parénquima paligadico (PP), Tricoma glandular capitado bisseriado (GT), Feixe
vascular (VB) e Duto secretor (SD); B) Detalhe da figura anterior em MEV; C) Bordo da ala do
cladodio, mostrando epiderme (EP), Cuticula (CU), Parénquima esponjoso (SP), Parénquima
paligadico (PP), Tricoma glandular capitado bisseriado (GT), Fibras (Fl), Feixe vascular (VB) e Duto
secretor (SD). BARRA = A, C (50uM). FONTE: A autora (2014).

Tricomas nao glandulares anatomicamente descritos como flageliformes
simples unisseriados tém sido amplamente relatados nas carquejas a exemplo de B.
microcephala (BUDEL; DUARTE, 2009), B. articulata, B. gaudichaudiana
(RODRIGUES et al., 2010), B. crispa (syn. B. cylindrica) (BUDEL et al., 2004;
RODRIGUES et al., 2008), B. sagittalis (Less.) DC. e B. triangularis Hauman.

Em B. milleflora também foram encontrados tricomas n&o glandulares
(FIGURA 8C), com cerca de 3 células na base sendo que estas se alargam em
direcdo ao apice. Descrigéo similar foi encontrada para as espécies ndo aladas: B.
coridifolia (FREIRE; URTUBEY e GIULIANO, 2007), B. anémala DC. (BUDEL et al.,
2008), B. singularis (Vell.) G.M. Barroso (SOUZA et al., 2011), B. spicata (Lam.)
Baill. (OLIVEIRA et al., 2011) e B. cognata DC. (BUDEL; FARAGO; DUARTE, 2013).
Adicionalmente, tricomas nao glandulares, flageliformes, simples e unisseriados com
células isodiamétricas na base foram descritos para a espécie nao alada B. uncinella
DC. (BUDEL; DUARTE, 2008).

As carquejas apresentam expansdes caulinares que desempenham papel de

folna (BUDEL et al., 2005). Nesse sentido, as alas possuem estrutura foliar interna
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formada por parénquimas fotossintetizantes. Neste estudo, B. milleflora evidenciou
parénquimas com disposicéo isobilateral formados por 2-3 camadas de parénquima
palicadico em ambas as faces e 3 camadas de parénguima esponjoso na regiao
central. Esta caracteristica também foi relatada para as alas de B. articulata (Lam.)
Pers. (ARIZA; ESPINAR, 1973; SA; NEVES, 1996; ORTINS; AKISUE, 2000) B.
gaudichaudiana DC., B. myriocephala (BUDEL; DUARTE; SANTOS, 2003; BUDEL
et al., 2003), B. crispa (syn B. cylindrica) (BUDEL et al., 2004; RODRIGUEZ,
GATTUSO; GATTUSO, 2008), B. trimera (RODRIGUEZ; GATTUSO; GATTUSO,
2008; BUDEL; DUARTE, 2009) e B. sagittalis (PETENATTI et al., 2007).

A cuticula que reveste a epiderme, na borda das alas de B. milleflora, &
estriada. Subjacente a epiderme, localiza-se 1-2 camadas de colénquima angular e
diferentes graus de lignificacdo. Foi observado também um feixe vascular colateral
com uma calota de fibras perivasculares aposta ao floema e ductos secretores
(FIGURA 9C). Esses elementos foram encontrados na borda da ala algumas
carquejas como: B. microcephala (BUDEL; DUARTE, 2009), B. trimera
(RODRIGUES et al., 2008; BUDEL; DUARTE, 2009;) e B. Usterii (BUDEL; DUARTE,
2010).

Em B. milleflora, os feixes vasculares colaterais estavam envoltos por uma
bainha parenquimatica e distribuidos no parénquima esponjoso (FIGURA 9B) e na
borda da ala (FIGURA 9C). Essas estruturas estavam presentes tanto na direcédo do
floema quanto do xilema e eram acompanhados pelos ductos secretores. Os ductos
secretores apresentaram epitélio unisseriado formado por cerca de 6-10 células,
com citoplasma denso (FIGURA 9A, 9B, 9C). Esses ductos apresentaram reacao
positiva ao Sudam lll, devido a natureza lipofilica de seus produtos.

Essas caracteristicas foram relatadas em diversas carquejas (BUDEL et al.,
2003; CORTADI et al., 1999; ORTINS; AKISUE, 2000; SA; NEVES 1996; BUDEL;
DUARTE, 2009; BUDEL; DUARTE, 2010; RODRIGUES et al., 2010). Entretanto, B.
crispa apresentou ductos secretores somente nas bordas das alas, os quais nao

acompanhavam os feixes vasculares (CORTADI et al., 1999).

5.2.2 Eixo caulinar

Os cladodios de B. milleflora, em secéo transversal, exibiram eixo central

circular e com nervuras entre as alas (FIGURA 8A), as quais foram observadas em
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B. crispa (CORTADI et al., 1999), B. usterii (BUDEL; DUARTE, 2010). Contudo, nao
foram observadas em B. microcephala (BUDEL; DUARTE, 2009), B. Sagittalis
(PETENATTI et al., 2007) e B. trimera (CORTADI et al., 1999; BUDEL; DUARTE,
2009, RODRIGUES et al., 2010).

No presente estudo, a epiderme apresentou-se em camada Unica revestida
por cuticula espessa e estriada (FIGURA 10A, 10B, 10C), caracteristicas também
encontradas em B. sagitallis e B. triangularis (PETENATTI et al., 2007). Nas
carguejas, os estdmatos estdo localizados no mesmo nivel ou ligeiramente acima
das demais células epidérmicas (BUDEL et al., 2003; BUDEL; DUARTE; SANTOS,
2004; CORTADI et al., 1999; BUDEL; DUARTE, 2009; BUDEL; DUARTE, 2010).

Divergindo da constatacdo geral em B. milleflora os estdmatos foram
encontrados em nivel superior as demais células epidérmicas (FIGURA 11A). Os
tricomas mencionados para a ala do cladédio também foram encontrados no eixo
caulinar (FIGURA 10B, 10C).

FIGURA 10 - BACCHARIS MILLEFLORA DC., ASTERACEAE. MICROSCOPIA
ELETRONICA DE VARREDURA.

A) Seccdo transversal do caule, indicando epiderme (EP), Endoderme (EN), Fibras (Fl), Floema (PH),
Xilema (XY), Medula (PI), Clorénquima (CL) e Dutos secretores (SD); B) Vista frontal da epiderme do
eixo caulinar, mostrando cuticula estriada (CU) e tricomas glandulares capitados bisseriados (GT),
Tricomas tectores flageliformes (NT) organizados em tufos; C) Seccao transversal do eixo caulinar,
evidenciando epiderme (EP) com tricomas glandulares capitados bisseriados (GT), Colénquima (CO)
e fibras (FI). FONTE: A autora (2014).

Subjacente ao sistema de revestimento de B. milleflora encontraram-se
grupos alternados de clorénquima (FIGURA 11A) e colénquima do tipo angular
(FIGURA 11B). O colénquima, localizado proximo aos feixes vasculares, apresentou
cerca de 3 camadas (FIGURA 11B). Calotas de fibras perivasculares bem
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desenvolvidas foram encontradas com o floema. Ductos secretores semelhantes
aqueles das alas estavam dispostos perto da endoderme, que delimita internamente
a regido cortical (FIGURA 11B), e cujas paredes de células estavam impregnadas
com compostos lipofilicos.

Essas caracteristicas estdo de acordo com o relatado para outras carquejas,
a exemplo de B. myriocephala (SA; NEVES, 1996), B. articulata, B. crispa
(CORTADI et al., 1999; BUDEL; DUARTE; SANTOS, 2004), B. trimera (CORTADI et
al.,, 1999, BUDEL; DUARTE, 2009), B. sagittalis, B. triangularis (PETENATTI et al.,
2007), B. microcephala (BUDEL; DUARTE, 2009) e B. usterii (BUDEL; DUARTE,
2010).

FIGURA 11 - Baccharis milleflora DC., ASTERACEAE. SECGAO TRANSVERSAL DO EIXO
CAULINAR.

st

A) Regido do clorénquima (CL) do eixo caulinar, mostrando epiderme (EP) com estdmatos localizados
acima das demais células epidérmicas (ST), Cuticula (CU), Camara subestomatica (CST),
Endoderme (EN), Duto secretor (SD), Fibras (Fl), Floema (PH) e xilema (XY). B) Regido do

colénquima (CO) do eixo caulinar, evidenciando epiderme (EP), Endoderme (EN), Dutos secretores
(SD), Fibras (FI), Floema (PH), Xilema (XY) e medula (Pl). Barra = A, B (50 uM).
FONTE: A autora (2014).

O sistema vascular das carquejas € constituido por um cilindro de floema,
formado em diregdo centrifuga, e um cilindro de xilema, formado centripetamente,
estabelecendo uma regido medular formada por células relativamente grandes e de
paredes delgadas nao lignificadas (BUDEL et al., 2003; BUDEL; DUARTE;
SANTOS, 2004; CORTADI et al., 1999; BUDEL; DUARTE, 2009; BUDEL; DUARTE,
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2010). Essas mesmas caracteristicas foram encontradas em B. milleflora (FIGURA
11A, 11B).

Nakata (2003), afirmou que o crescimento da planta e a baixa concentracéo
de calcio podem influenciar na quantidade de cristais presentes. Jorge et al. (1991),
afirmou que cristais de oxalato de célcio estdo ausentes no género Baccharis. No
presente trabalho, B. milleflora ndo evidenciou cristais, entretanto, estes foram
encontrados nas espécies aladas, B. articulata (CORTADI et al.,, 1999; ORTINS;
AKISUE, 2000), B. crispa (CORTADI et al, 1999; BUDEL et al.,, 2004), B.
myriocephala (SA; NEVES, 1996), B. microcephala (BUDEL; DUARTE, 2009), B.
sagittalis, B. triangularis (PETENATTI et al., 2007) e B. trimera (CORTADI et al.,
1999; F. BRAS. IV, 1988-2003; BUDEL; DUARTE, 2009).

De maneira geral, a descricdo dos estdbmatos anomociticos e actinociticos
acima das demais células, a presenca tricomas glandulares capitados bisseriados,
tectores flagelifomres simples, ductos secretores de produtos lipofilicos e a auséncia
de cristais auxiliaram na identificagdo e diferenciacdo de B. milleflora das demais

espécies.
5.2.3. Droga

A droga vegetal consistiu de caules alados, secos e fragmentados (FIGURA
12). O p6 atendeu a todas as exigéncias estabelecidas para a espécie. De maneira
geral, foram encontrados fragmentos de epiderme com estdmatos anomociticos e
actinociticos, tricomas glandulares e tectores (ndo glandulares), por¢cdes de
parénquima palicadico, esponjoso e medular; por¢cdes de fibras acompanhadas de

ductos secretores.

FIGURA 12 - Baccharis milleflora DC., ASTERACEAE. DROGA FRAGMENTADA.
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FONTE: A autora (2014).
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5.3 EXTRACAO E CARACTERIZACAO DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis

milleflora

Os cladddios de B. milleflora foram coletados pela manha, entre 9:00 e 10:00
horas, nas quatro estacbes do ano de 2013. A extragcdo, realizada por meio do
aparato clevenger, revelou que o 6leo essencial da presente espécie possui menor
densidade que a agua. Foi observada também a formacéo de uma espuma intensa e
persistente apds a extracdo indicando a presenca de saponinas na droga vegetal. O
Oleo apresentou uma coloragdo amarelo claro e um odor caracteristico. O
rendimento dos o6leos foi de 0,6%, 0,5%, 0,6% e 0,6% em relacdo ao peso de
material fresco no outono, inverno, primavera e verdo. Agostini et al. (2005),
utilizando o mesmo método de extracdo, encontrou um rendimento de 0,1% para o
Oleo essencial de B. milleflora. Demais espécies pertencentes ao género Baccharis,
como B. articulata e B. oxyodonta apresentaram redimentos de 0,5% e 0,3%,
respectivamente (AGOSTINI et al., 2005).

A composicdo quimica das diferentes espécies medicinais sofre alteracfes
devido a acao dos fatores ambientais, como a temperatura, pluviosidade, nutricdo e
horario de coleta. No caso dos Oleos essenciais ha um aumento em seu teor
qgquando as plantas produtoras se encontram em ambientes com temperaturas
elevadas, porém, em dias muito quentes pode-se observar uma perda excessiva dos
mesmos (MORAIS, 2009).

Ao avaliarmos a composi¢do quimica dos 6leos essenciais de B. milleflora
provenientes das diferentes estacdes do ano, identificamos aproximadamente 25
compostos, 0s quais estdo compilados nas tabelas 1 a 4 e seus cromatogramas
apresentados nas figuras 13 a 24. De modo geral, os Oleos essenciais de B.
milleflora foram compostos principalmente por sesquiterpenos hidrocarbonados e
por uma mistura de monoterpenos hidrocarbonados e sesquiterpenos oxigenados e
apresentaram como majoritarios os sequiterpenos hidrocarbonados: trans-cariofileno
(7,65-13,41%), germacreno-D (6,83-11,18%), biciclogermacreno (9,99-12,89%) e 9-
10-dehidro isolongifoleno (8,74-10,06%).

Os compostos majoritarios foram 0os mesmos nas quatro estacdes do ano,
com excecédo do 9-10-dehidro isolongifoleno que apresentou menores teores para 0s
6leos obtidos na primavera e no verdo. Por meio da analise estatistica empregada,

0S quatro compostos majoritarios apresentaram diferencas significativas em relagao



84

a estacado do ano. O transcariofileno apresentou o maior teor no verédo (13,41%),
assim como o germacreno-D, o biciclogermacreno e o 9-10-dehidro isolongifoleno
apresentaram 0s maiores teores na primavera (11,18%), no inverno (12,89%) e no
outono (10,06%), respectivamente. InformacOes sobre o efeito de condi¢cdes
ambientais no metabolismo secundario de plantas provém principalmente de
esfor¢os da pesquisa para maximizar a producéo de constituintes ativos de espécies
medicinais e aromaticas. Como aplicacdo pratica, avancos no sentido de
compreender a influéncia dos fatores ambientais na regulacdo de biossintese de
metabdlitos secundérios podem contribuir para um aumento na producdo de
compostos de interesse nestas espécies (MORAIS, 2009). Alguns compostos foram
apresentados nas tabelas pelos valores de suas massas molares, 0s quais exibiram
teores elevados como o composto com massa molar 204 que apresentou 13,77% e
15,31% para as amostras dos 6leos essenciais obtidos no outono e o no veréo,
porém, teores mais baixos para o inverno (7,15%) e (2,34%).

Os majoritarios relatados em nosso estudo também foram encontrados em
B. trimera com teores variando de 12 a 21% para (E)-cariofileno; 6,3 a 28% para
germacreno-D e 12 a 23% para biciclogermacreno (SILVA et al., 2007). Entretanto,
Agostini et al. (2005), ao analisar trés amostras do 6leo essencial de B. milleflora
verificou a presenca de majoritarios distintos entre eles o espatulenol com teor de
16,2% e 25,3% em duas amostras e o B-pineno com teor de 34,2% na terceira
amostra. Essas amostras apresentaram altas porcentagens de sesquiterpenos
oxigenados (25,3% e 28,2%) e monoterpenos hidrocarbonados (38,4%),
respectivamente. Entretanto, baixas concentracdes desses compostos foram
observadas em nosso trabalho. Muitos compostos volateis ndo relatados em estudos
anteriores (SIMOES-PIRES et al., 2005; AGOSTINI et al., 2005) foram identificados
no 6leo essencial de B. milleflora como valenceno; 9,10-dehydro-isolongifolene, 4-
alfa-metil-3,4,4a,9,10a-hexahidro-1(2H)-fenantrenona; ar-turmerona; (E)-B-
farnesene; 1-acetyl-4,6,8 trimetilazuleno e B-bisaboleno.

Zapata et al. (2010), encontrou limoneno (9,4%) e timol (24,04%) como
compostos majoritarios no 6leo essencial de B. latifolia e B. alata. Ja Sosa et al.
(2012), encontrou os majoritarios (Z)-p-ocimene (11,03%) e a-felandreno (9,66%), no
0leo essencial de B. salicifolia. Os compostos majoritarios encontrados no 6leo
essencial de B. dracunculifolia D.C. e B.uncinella D.C., apresentaram teores entre
18,76-27,45% para a-pinene e 12.96-14.02% para e-nerolidol (FABIANE et al.,
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2007). Porém, Boix et al. (2010), ao analisar o 6leo de B. dracunculifolia encontrou
como majoritarios verbenona (10.1%), mirceno (10.2%), 1,8-cineol (10,4%) e a
canfora (25,2%). Lago et al. (2008), relatou a prevaléncia de compostos
sesquiterpénicos no 6leo essencial de espécimes femininas e masculinas de B.
trimera com predominancia de 48,5 e 68,6%, respectivamente. B. unincella revelou a
prevaléncia de monoterpenos (55,9%) no 6leo essencial (AGOSTINI et al., 2005). De
acordo com Gobbo e Lopes (2007), essas variacdes podem ser atribuidas a diversos
fatores como a sazonalidade, condicdes ambientais, condicbes de stress, entre
outros. Nosso estudo demonstrou uma composicdo quimica distinta de B. milleflora
em comparagdo com a literatura, o que pode ser explicado pela presenca de
diferentes quimiotipos (AGOSTINI et al.,, 2005). Estas diferencas na composicao
reforcam a importancia da caracterizacdo das amostras por GC/MS a fim de

encontrar correlagées entre a composi¢cao quimica e os efeitos biologicos.



TABELA 1 - COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFENTE A
COLETA DE OUTONO.

COMPOSTOS TR (MIN) IR AREA DO PICO (%)
a-copaeno 22,40 1375 0,22
a-gurjuneno 23,80 1409 0,39
trans-cariofileno 24,22 1419 7,65
aromadendreno 24,97 1438 1,18
a-humuleno 25,58 1453 3,34
trans-p-farneseno 25,76 1457 1,68
allo-aromadendreno 25,85 1460 0,75
M =204 26,40 1473 0,54
y-muuroleno 26,52 1477 0,55
germacreno-D 26,68 1480 6,83
B-selineno 26,78 1483 1,46
valenceno 27,11 1491 0,46
biciclogermacreno 27,34 1497 11,57
a-muuroleno 27,45 1500 0,59
B-bisaboleno 27,81 1509 3,49
cis-y-bisaboleno 28,05 1515 0,58
delta-cadineno 28,38 1524 4,27
M =218 29,87 1562 1,23
M =204 30,02 1566 0,88
9-10-dehidro isolongifoleno 30,50 1578 10,06
M =204 30,69 1583 5,19
M =204 31,04 1592 13,77
M =204 31,39 1602 1,14
M =220 31,64 1608 0,52
M =204 32,14 1622 0,50
M =220 32,36 1628 1,28
cis-cadin-4-en-7-ol 32,55 1633 1,67
M =204 32,87 1642 1,03
M =204 33,27 1653 1,02
ar-turmerona 33,81 1667 2,31
M =214 35,71 1720 0,63
1-acetil-4,6,8-trimetilazuleno 36,17 1733 2,60
4-alfa-metil-3,4,4a,9,10a-
hexahidro-1(2H)-fenantrenona 36,28 1736 0,56
M =214 36,71 1749 4,55
M =214 37,51 1772 2,03

Compostos identificados
Sesquiterpenos hidrocarbonados 55,07
Sesquiterpenos oxigenados 6,58

TR: tempo de retencdo em minutos
IR: indice de retencao

M: massa molar

FONTE: A autora (2015).



FIGURA 13 - CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFERENTE A COLETA DE OUTONO.
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FIGURA 14 - CROMATOGRAMA EXPANDIDO (20-30 MIN) DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFERENTE A COLETA DE OUTONO.
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FIGURA 15 - CROMATOGRAMA EXPANDIDO (30-40 MIN) DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFERENTE A COLETA DE OUTONO.
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TABELA 2 - COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFENTE A

COLETA DE INVERNO.

COMPOSTOS TR IR AREA DO PICO (%)

a-pineno 5,73 933 0,18
B-felandreno 8,49 1028 0,60
a-copaeno 22,40 1375 0,72
B-elemeno 23,09 1392 0,39
a-gurjuneno 23,80 1409 0,81
trans-cariofileno 24,22 1419 9,99
aromadendreno 24,97 1438 1,42
a-humuleno 25,57 1453 1,43
trans-B-farneseno 25,76 1458 2,23
allo-aromadendreno 25,85 1460 0,94
gama-muuroleno 26,53 1477 0,81
germacreno-D 26,69 1481 9,03
B-selineno 26,79 1483 1,65
valenceno 27,11 1491 0,56
biciclogermacreno 27,35 1497 12,89
a-muuroleno 27,46 1500 0,70
B-bisaboleno 27,81 1509 3,87
cis-gama-bisaboleno 28,05 1515 0,81
delta-cadineno 28,38 1524 5,03
trans-cadina-1,4-dieno 28,70 1532 0,34
M =218 29,33 1548 1,44
n.i. 29,73 1559 0,25
M =218 29,87 1562 1,42
9-10-dehidro isolongifoleno 30,49 1578 8,74
M =204 30,68 1583 5,10
M =204 31,01 1592 7,15
M =220 32,34 1628 0,89
M =204 32,87 1642 1,18
M =204 33,29 1653 0,96
ar-turmerona 33,81 1667 1,81
M =214 35,71 1720 0,86
1-acetil-4,6,8-trimetilazuleno 36,16 1733 1,97
4-alfa-metil-3,4,4a,9,10a-hexahidro-

1(2H)-fenantrenona 36,28 1736 0,69
M =214 36,71 1749 5,85
M =214 37,51 1772 2,53
Compostos identificados

Monoterpenos hidrocarbonados 0,78
Sesquiterpenos hidrocarbonados 62,36
Sesquiterpenos oxigenados 4,55

TR: tempo de retencdo em minutos
IR: indice de retencao

M: massa molar

n.i; ndo identificado

FONTE: A autora (2015).



FIGURA 16 - CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFERENTE A COLETA DE INVERNO.
Abundance

TIC: Baccharis-2.D\data.ms
1800000 {
1600000 |
1400000 |
1200000 {
1000000 |
800000 4
600000 4
400000 4
200000

0 lllh‘”k‘””“MJJlJ \MJ‘ N

I
LA L S B B B L I I O L L N B Y B

1
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00

Time-->



FIGURA 17 - CROMATOGRAMA EXPANDIDO (20-30 MIN) DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFERENTE A COLETA DE INVERNO.
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FIGURA 18 - CROMATOGRAMA EXPANDIDO (30-40 MIN) DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFERENTE A COLETA DE INVERNO.
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TABELA 3 - COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFENTE A
COLETA DE PRIMAVERA.

COMPOSTOS TR (MIN) IR AREA DO PICO (%)
B-felandreno 8,49 1028 0,64
trans-ocimeno 9,12 1046 0,17
a-copaeno 22,40 1375 0,33
B-elemeno 23,09 1392 0,35
a-gurjuneno 23,80 1409 0,63
trans-cariofileno 24,23 1419 9,28
aromadendreno 24,98 1438 1,51
a-humuleno 25,60 1453 8,05
trans-pB-farneseno 25,77 1458 2,62
allo-aromadendreno 25,85 1460 0,53
M =204 26,41 1474 0,46
y-muuroleno 26,54 1477 1,24
germacreno-D 26,72 1481 11,18
B-selineno 26,80 1483 1,68
valenceno 27,11 1491 0,43
biciclogermacreno 27,35 1497 12,16
a-muuroleno 27,46 1500 0,80
B-bisaboleno 27,81 1509 4,09
y-cadineno 28,00 1514 0,57
cis-y-bisaboleno 28,05 1515 0,44
delta-cadineno 28,38 1524 4,31
9-10-dehidro isolongifoleno 30,44 1577 1,21
M =204 30,68 1583 2,34
M =204 30,99 1591 4,34
M =220 31,25 1598 1,39
cis-cadin-4-en-7-ol 32,54 1633 1,54
M =204 32,86 1641 0,77
M =204 33,25 1652 0,95
ar-turmerona 33,81 1667 191
M =214 35,71 1720 1,00
1-acetil-4,6,8-trimetilazuleno 36,17 1733 3,22
4-alfa-metil-3,4,4a,9,10a-
hexahidro-1(2H)-fenantrenona 36,28 1737 1,39
M =214 36,73 1749 7,11
M =214 37,53 1772 4,79
M =262 45,66 2020 1,51
Compostos identificados
Monoterpenos hidrocarbonados 0,81
Sesquiterpenos hidrocarbonados 61,41
Sesquiterpenos oxigenados 6,67

TR: tempo de retencdo em minutos
IR: indice de retencao

M: massa molar

FONTE: A autora (2015).



FIGURA 19 - CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFERENTE A COLETA DE PRIMAVERA.
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FIGURA 20 - CROMATOGRAMA EXPANDIDO (20-30 MIN) DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFERENTE A COLETA DE PRIMAVERA.
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FIGURA 21 - CROMATOGRAMA EXPANDIDO (30-40 MIN) DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFERENTE A COLETA DE PRIMAVERA.
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TABELA 4 - COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFENTE A

COLETA DE VERAO.

COMPOSTOS TR (MIN) IR AREA DO PICO (%)
a-pineno 5,73 933 1,10
B-mirceno 7,24 990 0,42
B-felandreno 8,49 1028 1,50
a-copaeno 22,40 1375 0,49
B-elemeno 23,09 1392 0,67
a-gurjuneno 23,80 1409 0,93
trans-cariofileno 24,22 1419 13,41
B-gurjuneno 24,54 1427 0,44
aromadendreno 24,97 1438 2,80
M =204 25,16 1443 0,40
a-humuleno 25,57 1453 5,67
trans-pB-farneseno 25,76 1458 2,22
allo-aromadendreno 25,85 1460 0,96
gama-muuroleno 26,53 1477 1,51
germacreno-D 26,69 1481 7,13
B-selineno 26,79 1483 0,90
valenceno 27,11 1491 0,35
biciclogermacreno 27,35 1497 9,99
a-muuroleno 27,46 1500 0,85
B-bisaboleno 27,81 1509 3,11
cis-y-bisaboleno 28,05 1515 0,78
delta-cadineno 28,38 1524 3,68
M =204 30,02 1566 1,01
9-10-dehidro isolongifoleno 30,49 1578 5,27
M =204 30,68 1583 5,30
M =204 31,01 1592 15,31
M =220 31,26 1598 0,90
M =220 32,34 1628 0,97
cis-cadin-4-en-7-ol 32,55 1633 1,74
M =220 32,72 1638 0,79
M =204 32,87 1642 0,84
M =204 33,14 1649 0,52
M =204 33,29 1653 1,02
ar-turmerona 33,81 1667 1,13
1-acetil-4,6,8-trimetilazuleno 36,16 1733 2,00
Compostos identificados
Monoterpenos hidrocarbonados 3,02
Sesquiterpenos hidrocarbonados 61,16
Sesquiterpenos oxigenados 4,87

TR: tempo de retengdo em minutos
M: massa molar

IR: indice de retencéo

FONTE: A autora (2015).
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FIGURA 22 - CROMATOGRAMA DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFERENTE A COLETA DE VERAO.
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FIGURA 23 - CROMATOGRAMA EXPANDIDO (20-30 MIN) DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFERENTE A COLETA DE VERAO.
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FIGURA 24 - CROMATOGRAMA EXPANDIDO (30-40 MIN) DO OLEO ESSENCIAL DE Baccharis milleflora REFERENTE A COLETA DE VERAO.
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5.4 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

5.4.1 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos Oleos essenciais dos cladddios de B.
milleflora, obtidos nas quatro estacfes do ano, foi avaliada por meio da reducéo
(DPPH),

fosfomolibdénio, determinacéo da taxa de peroxidacéo lipidica através da reacao

do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila redugdo do complexo
com espécies reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e pela descoloracdo do
radical catiénico 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS<"). Os
resultados estdo expressos na tabela 5. Comparacdes de multiplos grupos foram
realizadas usando Anova, seguido pelo teste de Tukey. Valores de p<0,05 foram
considerados estatisticamente significativos quando comparados aos padrdes e
estdo representados pelo simbolo****, Os resultados foram expressos como

média e erro padrdo da média (EPM).

TABELA 5 - ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS OLEOS ESSENCIAIS (OE) DE Baccharis
milleflora NAS QUATRO ESTACOES DO ANO.

AMOSTRA DPPH FOSFOMOLIBDENIO TBARS ABTS
ICso AAR” | Ax** ICso
(mg/mL £ EPM) (% = EPM) (% + EPM) (ug/mL = EPM)
OE. Outono 16,21+0,19%*** 79,812,304+ 25,91+2,33 4,60£0,07*+**
OE. Inverno 15,48+0,52%** 79,1040,57%* 29,06+1,47 4,5620,09%+**

OE. Primavera
OE. Veréo
BHT

Ac. ascorbico
Ac. gélico

Rutina

16,72+0,46%***

20,97+0,16%***

6,36+0,03
6,37+0,03

7,95+0,05

78,12+2,66****

77,90+£0,90%***

100+0,00
48,60+1,60

24,50+1,22

12,60+0,78****
14,49+0,23****

26,42+2,09

3,85+0,10%***

4,37+0,05%+**

0,34+0,00

"1Cs0: Concentragdo inibitoria

AAR Atividade antioxidante relativa
IA: Indice da atividade antioxidante
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Muitos ensaios sdo empregados para determinar a atividade antioxidante
de substancias com potencial para a prevencao de diversas doencas. Dentre
estes, destaca-se o método de sequestro de radicais livres em que o antioxidante
age reduzindo o DPPH levando ao emparelhamento de elétrons (BRAND;
CUVELIER; BERSET, 1995). Por meio desse método, o Oleo essencial de B.
milleflora, obtido nas quatro estacdes do ano, apresentou valores de ICsq variando
de 15,48 a 20,97 mg/mL. De modo geral, os quatro O6leos essenciais
apresentaram diferencas estatisticamente significativas em relacdo aos padrées
utilizados e também entre si, porém, o 6leo essencial oriundo do outono nao
apresentou diferenca estatistica em relacdo ao inverno e a primavera. O Oleo
essencial obtido no inverno também ndo apresentou diferenga estatistica em
relacdo ao Oleo obtido na primavera. Os padrdes acido ascorbico e acido galico
nao apresentaram diferencas estatisticas entre si. Paraoul et al. (2016), ao
analisar a atividade antioxidante dos Oleos essenciais de Baccharis trimera Pers e
Baccharis dracunculifolia DC., pelo ensaio do DPPH, encontrou relevante
atividade antioxidante com valores de ICsg de 6,193 e 3,521 mg/mL,
respectivamente. Esses dados reforcam a atividade antioxidante existente no
género Baccharis.

Demais estudos utilizando o 6leo essencial de espécies pertencentes a
familia Asteraceae demonstraram uma significativa atividade antioxidante como
observado com Artemisia herba-alba (Asteraceae), que apresentou ICso de 8,55;
17,96; 8,24; 18,04 ug/mL para os compostos isolados B-thujone; a-thujone;
thujones (a e B) e 1,8-cineol, respectivamente (BRAND et al., 1995). O 6leo
essencial de Scutia buxifolia Reissek, também pertencente a familia Asteraceae,
apresentou ICsp de 13,62 pg/mL pelo mesmo método (BOLIGON et al., 2012).
Extratos obtidos de diferentes espécies de Baccharis como B. dracunculifolia e B.
trimera apresentaram atividade antioxidante pelo DPPH com ICso de 5 pg/mL e 39
pug/mL, respectivamente (FABRI et al., 2011). Pelo ensaio da oxidacdo acoplada
do B-caroteno e do &cido linoleico foi possivel confirmar o potencial antioxidante
do oOleo essencial de B. unincella e B. dracunculifolia com 65,66% e 52,18% de
atividade antioxidante, respectivamente (FERRONATO et al., 2007).

O método do fosfomolibdénio permite medir a capacidade antioxidante
total, baseado na reducdo do molibdénio (VI) a molibdénio (V) em presenca de

determinadas substadncias com capacidades antioxidantes, acarretando a
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formacdo de um complexo verde entre fosfato/molibdénio (V) (PRIETTO et al.,
1999). Através desse ensaio, 0 0leo essencial de B. milleflora apresentou uma
significativa atividade antioxidante com os melhores resultados no outono
(79.81%) e no inverno (79.1%). Nesse estudo utilizamos o acido ascorbico como
padrao atribuindo a ele 100% de atividade antioxidante. Os padrfes rutina e acido
gélico apresentaram uma atividade antioxidante de 24.5% e 48.60%, os quais
foram inferiores aos verificados com os 6leos essencias provenientes das quatro
estacbes. O Oleo essencial obtido no outono ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa em relacdo aos 6leos provenientes das demais
estacbes. Também nao foi verificada diferenca estatistica entre os 6leos obtidos
na primavera quando comparado ao verao e ao inverno e também entre o inverno
e o0 verdo. Os demais grupos apresentaram diferencas estatisticas quando
comparados entre si e aos padrdes. Paula et al. (2014), pesquisou a capacidade
antioxidante dos extratos e fracbes de Dasyphyllum tomentosum (Spreng.)
Cabrera em relacdo ao padrdo rutina. D. tomentosum, pertence a familia
Asteraceae, apresentou uma relevante atividade antioxidante com valores de
88.99% e 76.12% para fracdo cloroformio e para o extrato bruto, respectivamente.
Esses dados reforcam a atividade antioxidante de compostos pertencentes a
familia Asteraceae.

A atividade antioxidante pode ser avaliada também pela capacidade do
composto teste em inibir a peroxidacédo lipidica através da quantificacdo do
malondialdeido formado, o qual reage com o &cido tiobarbitirico e gera um
derivado que pode ser medido espectrofotometricamente. Nesse ensaio foi
verificado que o 6leo essencial proveniente do inverno, na concentracdo de 1000
ppm, apresentou uma atividade antioxidante de 29,06%. Essa atividade foi
superior a obtida com antioxidante padrdo BHT (26,42%). O Oleo essencial
proveniente do outuno apresentou um indice de atividade antioxidante proximo ao
BHT (25,91%). Os Oleos provenientes da primavera e do verdo apresentaram
valores inferiores ao padrdo. O BHT ndo apresentou diferenca estatistica quando
comparado ao 6leo obtido no outono e ao 6leo obtido no inverno. Também nao
foram verificadas diferencas entre o 6leo obtido no outono quando comparado ao
Oleo obtido no inverno e entre o 0leo obtido na primavera quando comparado ao
Oleo obtido no verdo. Os demais apresentaram diferencas estatisticas quando

comparados entre si e com o padrao BHT.
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Singh et al. (2009), ao analisar o Oleo essencial de Artemisia scoparia
(Asteraceae) na concentracdo de 200 pg/mL, pelo método de espécies reativas
do &acido tiobarbitarico, encontrou uma atividade antioxidante de 62,7%. No
trabalho realizado por Morais et al. (2006), com o 6leo essencial de Croton
zehntneri Pax et Hoffm. e Croton nepetaefolius (Euforbiaceae) a 1000 ppm, pelo
mesmo método, o indice de atividade antioxidante foi de 52,33 e 25,92%. O
padrdo utilizado nesse ensaio foi 0 BHT com indice de atividade antioxidante de
27,93% semelhante ao encontrado em nosso estudo (26,42%).

Assim como os métodos descritos acima, 0 ensaio da descoloracao do
radical cationico 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTSe")
esta entre os mais empregados. Conhecido por sua excelente reprodutibilidade
sob condi¢cBes estabelecidas é usado tanto para avaliar a atividade antioxidante
de compostos lipofilicos como hidrofilicos (KUSKOSKI et al., 2005). Em nosso
estudo, o 6leo essencial de B. milleflora reduziu a formacédo do radical ABTS com
valores de ICsy variando de 3,85 pg/mL a 4,60 pg/mL. Nao foram verificadas
diferencas estatisticas entre o 6leo obtido no verdo quando comparado ao 6leo
obtido no outono e ao 6leo obtido no inverno e também entre o 6leo essencial
obtido no outono quando comparado ao 6leo obtido no inverno. Os demais grupos
apresentaram diferencas estatisticas quando comparados entre si e ao padrao
rutina.

De modo geral foi observado com os ensaios empregados, 0s quais se
baseiam em diferentes mecanismos de reacdo, que o O6leo essencial de B.
milleflora apresentou atividade antioxidante nas quatro estacdes do ano. Os Oleos
essenciais sdo misturas complexas e a atividade antioxidante pode ser devido a
presenca de compostos antioxidantes ou ao efeito sinérgico entre estes
compostos. O efeito benéfico dos compostos antioxidantes esta relacionado a sua
capacidade de prevencdo a danos oxidativos e consequentemente a progressao
de diversas doencas. Os resultados aqui apresentados contribuem para o
conhecimento do potencial antioxidante dos Oleos essenciais de B. milleflora, os
guais apresentaram uma porcentagem de atividade antioxidante relativa superior

aos padrdes acido galico e rutina pelo método do fosfomolibdénio.
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5.4.2 Atividade antimicrobiana

Os valores da concentragdo inibitéria minima e da concentragdo
bactericida minima do 6leo essencial de B. milleflora frente as cepas utilizadas
estdo apresentados na tabela 6. Os 6leos essenciais do inverno e da primavera
demonstraram atividade antimicrobiana frente a S. aureus com CIM de 2,5 mg/mL
e CBM de 5 mg/mL. No outono e no verdo também foi constatada atividade
antimicrobiana frente a S. aureus, com CIM de 5,0 mg/mL e CBM de 10,0 mg/mL.
Entretando, ndo foi observada atividade antimicrobiana com os demais
microrganismos utilizados no estudo. De acordo com Goéren et al. (1990) e
Claeson et al. (1992), a atividade antibacteriana frente a S. aureus pode ser
atribuida aos sesquiterpenos, os quais predominaram nos 6leos esséncias de B.
milleflora. Em nosso estudo, S. aureus apresentou maior sensibilidade ao 6leo

essencial que os demais microrganismos testados.

TABELA 6 - ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS OLEOS ESSENCIAIS DE Baccharis milleflora
COLETADA NAS QUATRO ESTACOES DO ANO.

MICRORGANISMOS *CIM (mg/mL) *CBM (mg/mL)

OUT. INV. PRI. VER. OUT. INV. PRI. VER.
E. coli >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0
S. aureus 50 2,5 2,5 50 10,0 50 50 10,0
E. faecalis >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0
P. aeruginosa >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0
C. albicans >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0
Clorexidine 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2

*CIM (mg/mL): Concentragéo Inibitéria Minima
*CBM (mg/mL): Concentragdo Bactericida Minima

No estudo realizado por Parreira et al. (2010), foi verificado que o 6leo
essencial de B. dracunculifolia ndo apresentou atividade sobre leveduras
pertencentes ao género Candida. Zapata et al. (2010), pesquisou a atividade
antimicrobiana por microdiluicdo em caldo do 0leo essencial de B. latifolia frente a
Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida krusei (ATCC 6258) Aspergillus
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flavus (ATCC 204304), Aspergillus fumigatus (ATCC 204305) e encontrou
moderada atividade somente frente a A. fumigatus com CIM de 157,4 pg/mL.
Esse foi o primeiro estudo sobre a atividade antimicrobiana do 6leo essencial de
B. milleflora.

Por meio do teste de disco difusdo em agar foi comprovada a atividade
antimicrobiana de B. trinervis frente a Candida albicans com CIM de 2,8 pg/mL
(ALBUQUERQUE et al.,, 2004). Ferronato et al. (2007), encontrou atividade
antimicrobiana para o 6leo essencial de B. dracunculifolia e B. uncinella por
difusdo em disco de papel frente a Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), e Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853) com halos de inibicdo de 7,32-13,05; 14,63-14,68 e 7,32-8,32 mm,
respectivamente. Esses valores foram muito préximos aos encontrados com 0s
padrdes cloranbucil e amoxacilina. Os dados sugerem que técnicas como disco
difusdo em agar e disco difusdo em papel apresentam melhores resultados para
atividade antimicrobiana, entretanto, as diferencas obtidas entre as espécies
pertencentes ao mesmo género podem ser explicadas por diversos fatores como
a época, local, horario da coleta, técnica utilizada e principalmente devido a

diversidade dos constituintes quimicos encontrados nas diferentes espécies.

5.4.3 Atividade Pediculicida

Os resultados da atividade repelente e fumegante estdo apresentados na
tabela 7. Em nosso estudo utilizamos os 6leos essencias de C. nardus e M.
alternifolia como padrdes pelo fato de serem repelentes naturais amplamente
conhecidos. O Oleo essencial de B. milleflora apresentou resultado
estatisticamente significativo em comparacdo ao padrdao C. nardus frente ao
Pediculus humanus capitis, com indice de repeléncia (IRP) de (80,65 + 6,69)%.
Esse valor foi duas vezes superior ao IRP de (36,39 + 21,00)%, obtido com o 6leo
de C. nardus. Tolozza et al. (2006), ao analisar as propriedades fumegantes e
repelentes dos 6leos essenciais de espécies pertencentes a diferentes familias,
frente ao P. humanus capitis, encontrou valores de IRP de (75,50 + 11,60)% para
0 Oleo essencial de Mentha pulegium L. e IRP de (72,26 + 11,16)% para o
piperonal, utilizado como controle positivo. Sosa et al. (2012), comprovou a

atividade repelente de B. salicifolia ap6s a ingestdo do Oleo essencial por insetos
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conhecidos como pulgéo-do-pessegueiro (Myzus persicae). O Oleo essencial de
B. milleflora apresentou elevada atividade fumegante com um valor de KTsg
(10,63 min) menor que o 6leo essencial de M. alternifolia (22,10 min), utilizado
como padrdo. O éleo essencial de B. milleflora apresentou diferenca estatistica
em relacdo ao padrao M. alternifolia.

Diversos produtos estdo disponiveis no mercado para o controle do P.
humanus capitis, entretanto, muitos sdo produzidos a partir de inseticidas
sintéticos tornando-se toxicos principalmente para as criancas. Deve-se levar em
consideracdo também o elevado custo com a aquisicdo desses produtos e o
desenvolvimento de resisténcia, sendo muitas vezes necessario aumentar a
dosagem para obter o efeito desejado (CESTARI et al., 2004). Nosso estudo
relatou pela primeira vez a atividade repelente e fumegante de B. milleflora,
incentivando o desenvolvimento de pesquisas com produtos contendo o OE de B.

milleflora para o tratamento da pediculose.

TABELA 7 — ATIVIDADE REPELENTE E FUMEGANTE DO POOL DOS OLEOS ESSENCIAIS DE
B. milleflora CONTRA Pediculus humanus capitis.

AMOSTRA REPELENCIA FUMEGANCIA
IRP + DP (%) KTso + DP (min)
Oleo essencial de B. milleflora 80,65 + 6,69* 10,63 £ 2,68*
Oleo essencial de C. nardus 36,39 + 21,00* NT
Oleo essencial de M. alternifolia NT 22,10 + 3,40*

KTso: tempo necessario para a inativagao de 50% dos espécimes de P. humanus capitis.
* teste t: resultados estatisticamente diferentes (P < 0,05)

DP: desvio padrao

NT: ndo testado

IRP: indice de repeléncia

5.4.4 Atividade Citotoxica
5.4.4.1 Avaliacéo da integridade de membrana por exclusdo de azul de Tripan
De acordo com Vargas-Cortes et al. (1983), a técnica de exclusédo de azul

de Tripan permite diferenciar células viaveis de células ndo viaveis através do

ensaio de coloragédo, sendo considerado um ensaio de citotoxidade. Por meio
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desse teste as células Raji incubadas com o 6leo essencial de B. milleflora
apresentaram uma significativa reducdo na viabilidade celular a partir da
concentracédo de 30 pg/mL em comparacdo ao controle, com valores percentuais
de viabilidade na ordem de 71,69; 21,80 e 5,09% para 24, 48 e 72 horas,
respectivamente. O 6leo essencial na concentracdo de 10 pg/mL também exibiu
uma queda significativa na viabilidade em comparacdo ao controle, porém, nas
demais concentracdes e tempos analisados néo foi observado uma reducéo
significativa na viabilidade (FIGURA 25).

FIGURA 25 —VIABILIDADE DAS CELULAS RAJI APOS A INCUBAGAO COM O OLEO
ESSENCIAL DE B. milleflora POR 24, 48 E 72 HORAS.
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A analise estatistica foi realizada usando anova, seguido pelo teste de tukey. ***valores de p<0,05
foram considerados estatisticamente significativos quando comparados ao controle.
FONTE: A autora (2016).

As células Jurkat também exibiram uma queda significativa na viabilidade
celular a partir de 30 pg/mL em comparagdo ao controle. Em 72 horas de
tratamento, o O6leo essencial a 10 pg/mL apresentou uma diminuicdo
estatisticamente significativa na viabilidade. Houve uma acentuada reducédo na
viabilidade com o aumento do tempo de exposicdo ao 6leo essencial e em 100
pug/mL ndo foram verificadas células viaveis em 48 e 72 horas de tratamento
(FIGURA 26).

As células HL-60 foram as mais sensiveis ao 6leo essencial com uma
significativa reducédo na viabilidade celular a partir da menor concentracéo testada

(3 pg/mL). Em 48 horas a reducao se tornou ainda mais pronunciada com um
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percentual de viabilidade de 4% para 30 pg/mL e em 72 horas ndo foram

encontradas células HL-60 viaveis para 30 pg/mL e 100 pg/mL (FIGURA 27).

FIGURA 26 — VIABILIDADE DAS CELULAS JURKAT APOS A INCUBAGAO COM O OLEO
ESSENCIAL DE B. milleflora POR 24, 48 E 72 HORAS.
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FONTE:
A autora (2016).

FIGURA 27 — VIABILIDADE DAS CELULAS HL-60 APOS A INCUBAGCAO COM O OLEO
ESSENCIAL DE B. milleflora POR 24, 48 E 72 HORAS.

1204

Células viaveis (%)

HL- 60 24 horas

Control 3 10 30
Oleo essencial (ug/mL)

100

Células viaveis (%)

120+

100+

80

60+

40+

20

HL- 60 48 horas

Control 3 10 30

100

< 1004

8 &
T I

HL- 60 72 horas

Control 3 10 30
Oleo essencial (ug/mL)

100

A andlise estatistica foi realizada usando Anova, seguido pelo teste de Tukey. **Valores de
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos quando comparados ao controle.
FONTE: A autora (2016).




111

5.4.4.2 Ensaio de reducdo do MTT

A viabilidade celular foi realizada a fim de verificar se o 6leo essencial de
B. milleflora possui efeito sobre as células tumorais Jurkat, HL-60 e Raji. Os
resultados, expressos como ICsp, estdo apresentados Tabela 8. De modo geral,
por meio do ensaio de redugdo do MTT foram obtidos valores de ICso menores
que 50 pg/mL para as trés células estudadas apos 24, 48, 72h por ensaio MTT.

TABELA 8 - CITOTOXICIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE B. milleflora PELO ENSAIO DE MTT
FRENTE A LINHAGENS CELULARES TUMORAIS APOS 24, 48 E 72 HORAS.

LINHAGEM ICso (Mg/mL)
CELULAR 24 h 48 h 72 h
Jurkat 42,91 + 16,02 35,05 + 6,81 36,34 + 15,71
HL-60 23,06 + 6,98 23,22 + 12,69 22,13+ 11,95
Raji 39,15+ 12,71 26,22 + 11,45 20,07 + 10,46

ICs0: Concentracdo que reduz a atividade mitocondrial em 50%. Os resultados foram expressos
como média £ EPM para trés experimentos independentes (n=8 por experimento).

O ensaio de reducdo do MTT € normalmente realizado para verificar a
atividade da desidrogenase mitocondrial/ ndo mitocondrial como um teste
citotdéxico para uma variedade de compostos quimicos. Assim, o 6leo essencial de
B. milleflora é potencialmente eficiente em alterar a atividade enzimética das
mitocdndrias e iniciar uma lesdo preliminar que leve a morte celular. Além disso,
também foi relatado que os Oleos essenciais podem causar danos a membrana
mitocondrial, uma vez que provoquem a despolarizacgdo das membranas
mitocondriais, diminuindo o potencial de membrana (DOLL-BOSCARDIN et al.,
2012) e também alterando a fluidez das membranas que ficam anormalmente
permedveis. Estes mecanismos adicionais relatados aos 0leos essenciais podem
ter contribuido para o efeito citotéxico do 6éleo essencial B. milleflora.

Sylvestre et al. (2006), investigou os efeitos citotoxicos de 6leos
essenciais e declarou que valores de ICsy entre 10-50 pg/mL representam uma
forte atividade citotoxica. Valores de ICsg entre 50-100, 100-200, e 200-300 pg/mL
representam moderada, fraca e muito fraca atividade citotoxica, respectivamente.

Além disso, valores de ICsy superiores a 300 pg/mL ndo apresentam
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citotoxicidade. Levando-se isso em consideracdo, os resultados deste estudo
demonstraram que 6leo essencial de B. milleflora possui forte citotoxicidade frente
as ceélulas Jurkat, HL-60 e Raji, porém, o aumento no tempo de exposi¢éo ao Oleo
essencial demonstrou uma maior influéncia na diminuicdo da viabilidade das
células Raiji.

Além disso, Suffness e Pezzuto (1990), declararam que valores de ICsg
inferiores a 30 pg/mL em testes com células tumorais sdo considerados
promissores para o desenvolvimento de farmacos antitumorais. Nesse sentido, o
Oleo essencial de B. milleflora demonstrou este notavel efeito com as células HL-
60 e Raji, apdés 24 e 48 horas, respectivamente. O efeito citotdxico foi
particularmente importante frente as células HL-60 que mantiveram valores de
ICso baixos durante todo o periodo de tempo investigado. O éleo essencial de B.
milleflora também demonstrou forte citotoxicidade no intervalo de tempo inicial de
24 horas. Nesse sentido, 6leo essencial de B. milleflora exerceu citotoxicidade
aguda frente a Jurkat, HL-60 e Raji, induzindo a morte celular com tempos de
exposicao ainda mais curtos.

Outros estudos envolvendo sesquiterpenos de Asteraceae (Athanasia
brownii Hochr.) apresentaram forte efeito citotdéxico frente a células humanas
cancerigenas pelo método de MTT, tal como: A375 (melanoma maligno) e
HCT116 (carcinoma do co6lon) com valores de ICso de 19,85 e 29,53 ug/mL,
respectivamente (RASOANAIVO et al., 2013). Ferraz et al. (2013), estudou o
efeito do 6leo essencial de Lippia gracilis Schauer (Verbenaceae), composto
principalmente por monoterpenos, sobre a proliferacdo celular usando metil-[3H]-
timidina durante 72 horas frente a trés linhagens celulares: HepG2 (carcinoma
hepatocelular), K562 (leucemia mielocitica crénica) e B16-F10 (melanoma). O
Oleo essencial de L. gracilis apresentou atividade citotoxica com valores de ICs
de 4,93-22,92 mg/mL. Além disso, os autores também testaram alguns compostos
isolados como o timol, p-cimeno, y'terpineno e mirceno e observaram que estes
compostos possuiram baixa atividade citotbxica em comparacdo ao Oleo
essencial. A atividade citotdéxica pode ser atribuida a um efeito sinérgico entre os
monoterpenos e sesquiterpenos fornecidos pelos Oleos volateis. Nesse sentido,
para fins biologicos, o efeito sinérgico dos compostos parece ser mais significativo

do que os seus compostos isolados devido, talvez, a atividade dos compostos
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principais ser modulada por compostos em menores quantidades (BAKKALI et al.,
2008).

O ensaio da integridade de membrana por exclusdo de azul de tripan
juntamente com o o0 ensaio de reducédo do MTT foram utilizados em nosso estudo
para verificar a citotoxicidade do Oleo essencial de B. milleflora. Através dos

resultados obtidos por esses ensaios podemos verificar que os testes foram
coerentes entre si.

5.4.4.3 Analise do contetido de DNA celular
5.4.4.3.1 Solucgéo de difenilamina (DPA)

O efeito do 6leo essencial de B. milleflora no conteddo de DNA em células
Jurkat, HL-60 e Raji usando uma solugdo DPA esta apresentado na FIGURA 28.
O Oleo essencial a 3 e 10 pg/mL ndo apresentou diferenca significativa em
relagdo ao controle. No entanto o dleo essencial de B. milleflora a 30 e 100 pg/mL
apresentou uma diminuicdo significativa no conteido de DNA (p<0,05) em
comparacgao ao controle nas células Jurkat, HL-60 e Raji. De acordo com esses
resultados, o 6leo essencial de B. milleflora inibiu a proliferacdo das trés células

cancerigenas por afetar o contetdo de DNA.

FIGURA 28 - DETERMINACAO DA PROLIFERACAO CELULAR USANDO UMA
SOLUCAO DE DIFENILAMINA (DPA) POR MEIO DA MEDICAO DO CONTEUDO DE DNA EM
CELULAS JURKAT (A), HL60 (B), RAJI (C) TRATADAS COM O OLEO ESSENCIAL DE B.
milleflora (3, 10, 30 E 100 pg/mL) E CONTROLE POR 48 HORAS.
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Os resultados estdo expressos como média + EPM para trés experimentos independentes (n=3
por experimento). O simbolo * representa um valor de p<0.05 que foi considerado significativo
guando comparado ao controle. FONTE: A autora (2016).
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5.4.4.3.2 lodeto de propideo (PI)

Considerando o resultado do contetdo de DNA encontrado anteriormente,
foi realizado um teste mais sensivel usando o iodeto de propideo a fim de
confirmar se as concentracdes mais baixas do Oleo essencial podem acarretar
dano ao DNA levando a citotoxicidade celular. Nesse ensaio, foi verificado o efeito
do 6leo essencial na proliferacdo celular por meio da medicdo do conteudo de
DNA nas células Jurkat, HL-60 e Raji. Os resultados estdo apresentados na
tabela 9. Uma significativa reducéo no conteddo de DNA foi observada na menor
concentracdo (3 pg/mL) para as células Jurkat e Raji, quando comparadas com o
controle. O Oleo essencial de B. milleflora a partir de 10 pg/mL diminuiu
significativamente o conteiddo de DNA nas trés linhagens tumorais mediante o

ensaio com o PI.

TABELA 9 - DETERMINACAO DA PROLIFERACAO CELULAR USANDO O IODETO DE
PROPIDEO (Pl) POR MEIO DA MEDICAO DO CONTEUDO DE DNA EM CELULAS
JURKAT, HL60 E RAJI TRATADAS COM O OLEO ESSENCIAL DE B. milleflora (3,
10, 30 E 100 pg/mL) E O CONTROLE POR 72H.

OLEO ESSENCIAL B. milleflora (ug/mL)

"(';'\éfﬁffg' CONTROLE

3 10 30 100
Jurkat 10000  9335+1,98% 7567+ 1,27 33:233 15,31 + 0,22*
HL-60 100,00 9557 +2,28 74,48 + 2,15 Zi’ggf 26,65 + 1,91
Raji 100,00 90,59 +2,20 68,35+ 1,50* 18:32*1 14,60 + 0,55*

Os resultados estdo expressos como média + EPM para trés experimentos independentes. O
simbolo * representa um valor de p< 0.05 que foi considerado altamente significativo em
comparacao ao controle (100%).

O 6leo essencial de B. milleflora promoveu uma diminuicdo no contetdo
de DNA em todas as linhagens tumorais testadas, isto pode sugerir que eventos
intracelulares relacionados a apoptose tenham ocorrido (KANUNFRE et al., 2004).
Doll-Boscardin et al. (2012), estudou o efeito dos 6leos essenciais de folhas
jovens e adultas de E. benthamii L. (Myrtaceae) e demonstrou uma diminuicéo

estatisticamente significativa no conteudo de DNA, em comparagdo com a
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vincristina (controle positivo). A analise do conteudo de DNA celular revelou que o
Oleo volatil de E. benthamii apresentou citotoxicidade, principalmente frente as
células Jurkat e HelLa, em comparagdo com terpenos isolados: a-pineno e y-
terpineno. Da mesma forma, o efeito citotoxico do 6leo essencial de B. milleflora
pode ser atribuido ao efeito sinérgico entre os diferentes compostos, 0s quais
foram capazes de inibir a proliferacdo de células tumorais e que estdo sendo

relatados pela primeira vez.

5.4.4.4 Ensaio do ciclo celular

Apés analisar as mudancas no conteudo de DNA celular, foi investigado a
capacidade do oOleo essencial em de causar uma parada no ciclo celular. Isso
explicaria a particular reducéo da proliferacdo de células Raji por apoptose. As
células Raji apresentaram a maior inibicdo da proliferacdo celular utilizando o
ensaio com o Pl e foram, a seguir, utilizadas na investigacado da parada do ciclo
celular por citometria de fluxo. A parada no ciclo celular € frequentemente
causada por um produto quimico que promova a inibicdo do crescimento celular.
A analise da distribuicdo celular por citometria de fluxo foi incluida neste estudo a
fim de determinar se a atividade citotoxica do Oleo essencial de B. milleflora
envolveria mudancas na progressao do ciclo celular. A citometria de fluxo permite
detectar a distribuicdo das células nas trés fases principais do ciclo (G1,S, G2/M),
fazendo com que seja possivel detectar células apoptoticas. A tabela 10 mostra o
efeito do 6leo essencial de B. milleflora (15, 30 e 60 ug/mL) sobre a progresséo
do ciclo celular das células Raji. ANOVA seguido pelo teste post hoc Tukey foram
aplicados em relacdo ao controle.

O simbolo * representa um valor de p<0.05 que foi considerado
significativo quando comparado ao controle. #Sub GO representa a porcentagem
de células com DNA fragmentado em relacdo ao total de eventos analisados
(20,000 eventos).

O Oleo essencial a 60 pg/mL apresentou resultados estatisticamente
significativos ap0s 24 horas de tratamento. Nessa concentragdo a parada na fase
GO0/G1 foi induzida com uma diminuicdo concomitante no namero de células nas

fases S e G2/M. Estes efeitos nédo foram observados a 15 e 30 ug/mL.
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TABELA 10 - DISTRIBUIGAO DAS CELULAS RAJI NO CICLO CELULAR APOS O
TRATAMENTO COM O OLEO ESSENCIAL DE B. milleflora (15, 30, 60 pg/mL).

Distribuig&o no ciclo celular (%)

Tratamento pg/mL
Sub G0* G0/G1 S G2/M
Controle - 14,83 £ 0,65 48,02 + 0,63 18,20 + 0,53 33,78 + 0,63
Oleo essencial 15 12,22 £ 0,50 48,87 + 0,38 16,52 + 0,90 34,61 + 0,84
30 11,64 £ 0,59 47,53 + 0,95 17,15 + 0,36 35,32 + 0,26
60 26,48 +0,60* 64,14 +0,26*  1545+0,43* 20,41 +0,29*

Meio RPMI foi usado como controle negativo. Os resultados estdo expressos como média + EPM
(n=6). A porcentagem de células distribuidas no ciclo celular ndo incluem a fase sub GO e
correspondem a 100%.

Até o momento ndo houveram estudos direcionados a investigar 0s
efeitos dos 6leos essenciais de espécies de Baccharis na parada do ciclo celular.
Contudo, nossos resultados foram semelhantes aos encontrados por Singh et al.
(2003), e Agarwal et al. (2004), que relataram o acumulo de células de cancer de
préstata humana na fase GO/G1 acompanhada por uma diminuicdo celular nas
fases S e G2/M. Estes resultados representaram que o Oleo essencial de B.
milleflora a 60 pg/mL gerou uma parada no ciclo e inibiu o crescimento de células
Raji como demonstrado na fraccdo hexanica de Euphorbia umbellata (Pax)
Bruyns (LUZ et al., 2016). Além disso, o Oleo essencial B. milleflora a 60 pg/mL
induziu a fragmentacao celular, representada por um aumento na populacédo sub
GO e que corresponde a analise total de eventos e é um indicativo de morte
celular induzida por apoptose (LIMA et al., 2015). A apoptose € geralmente
representada por uma série de eventos intracelulares que conduzem, finalmente,
a fragmentacdo do DNA e a degradacdo internucleossomal de DNA genémico,

devido a ativacdo de endonucleases enddgenas (KROEMER et aL., 1998).
5.4.4.5 Coloracao EB/AO e Hoechst 33342
A fim de proporcionar uma compreensdo profunda sobre a morte das

células Raiji foi realizada a coloragéo convencional EB / AO (FIGURA 29A-29D) e
Hoechst 33342 (FIGURA 29E-29H). Esse ensaio permite investigar o efeito do
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Oleo essencial de B. milleflora a 60 ug/mL na promocao da apoptose e/ou necrose
em linhagens de células tumorais em comparacdo com 0s controles negativo e
positivo (vincristina e clorambucil). No controle negativo foram observadas células
viaveis com a coloracdo do ndcleo normal, representado por cromatina verde
(FIGURA 29A). As células Raji tratadas com 0Oleo essencial de B. milleflora a 60
pMa/mL (FIGURA 29B) apresentaram uma diminuicdo do numero de células viaveis
e um aumento de células apoptéticas e necroticas em comparacdo com O
controle. Na presenca de vincristina (FIGURA 29C), relacionada anteriormente a
inibicdo da formacao de microtabulos no fuso mitético levando a morte celular por
apoptose (MUKHTAR et al., 2014), foram registadas poucas células viaveis e um
elevado numero de células em apoptose com cromatina condensada ou
fragmentada e coloracdo verde ou laranja. O clorambucil, conhecido como um
agente alquilante que interfere na replicacdo do DNA e na funcdo mitocondrial e
induz a apoptose e necrose celular (MOURTADA et al., 2013), apresentou um
maior nimero de células necréticas, com nucleo normal com a cromatina corada
de laranja (FIGURA 29D). Em relacdo aos resultados das contagens de células
em triplicata (Tabela 11), foram observadas diferencas em células vivas entre os
tratamentos com o 6leo essencial de B. milleflora, vincristina e clorambucil quando
comparados ao controle negativo (p<0,001). Estes dados demonstraram o efeito
citotoxico do 6leo essencial de B. milleflora em comparacédo ao grupo controle. No
entanto, a vincristina e clorambucil apresentaram uma citotoxicidade
significativamente maior (p<0,001) que o 6leo essencial. Conforme o0 esperado e
considerando cada tratamento, a vincristina apresentou um ndmero significativo
de células apoptoticas (p<0,001). No tratamento com o clorambucil houve uma
predominéancia estatisticamente significativa (p <0,001) de células necréticas. O
Oleo essencial de B. milleflora conduziu a um aumento significativo de células
apoptoticas e necréticas (p<0,001) em comparacao ao controle, com uma elevada
contagem de células necréticas. Os resultados obtidos com o ensaio de coloracéo
com Hoescht 33342 mostraram células em apoptose com alteracdes morfolégicas
no nucleo e condensacdo da cromatina (FIGURA 29E-29H), com elevada
fluorescéncia em comparacéo as células do controle (FIGURA 29E). Assim, estes
dados reforcam que o O6leo essencial de B. milleflora age por meio dos

mecanismos de necrose e apoptose.
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A coloracao convencional com EB/AO e Hoechst 33342 demonstrou que
0 6leo essencial de B. milleflora provoca a morte celular por mecanismos de
necrose e apoptose. Este efeito observado no o6leo essencial de B. milleflora

também foi observado na literatura.

FIGURA 29 - IMAGENS DAS CELULAS RAJI OBSERVADAS EM MICROSCOPIO
FLUORESCENTE APOS 24 HORAS DE TRATAMENTO.

1]

. .
200 yim " 200pm 200 ym 200 ym
7 ’

A - c = s D ' -
Coloragéo EB/AO (A-D); Coloragéo Hoescht 33342 (E-H) A; E: Controle negativo (RPMI caldo); B;

F: B. milleflora essential oil (60 pg/mL); C; G: vincristina (40 nmol/L) e
D; H: cloranbucil (20 umol/L).FONTE: A autora (2016).
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TABELA 11 — CONTAGEM DE CELULAS RAJI VIVAS, NECROTICAS E APOPTOTICAS APOS A
COLORAGCAO CONVENCIONAL COM EB/AO.

PO CELULAR  CONTROLE OE. B. milleflora VINCRISTINA CLORANBUCIL
(Meio RPMI) (60 pg/mL) (40 nmol/L) (20 pmol/L)
Vivas 92 + 4,2%" 44 +51°" 3+3.2°" 0+1,3"
Apoptéticas 4+25%F 19 + 3,28 89 + 3,5°° 40 + 4,4%8
Necréticas 4+42%° 37+2,7" 8+ 2,8 60 + 4,1%¢

Os testes foram realizados em triplicata, contando um minimo de 100 células cada. Os valores
representam a media + DP. Letras minUsculas diferentes indicam diferencga estatisticamente
significativa (p<0,05) entre os diferentes tratamentos entre 0s agentes antitumorais e o grupo
controle. Letras mailsculas diferentes representam diferenca estatisticamente significativa (p
<0,05) entre a morfologia das células com 0 mesmo agente antitumoral ou o grupo controle. OE:
Oleo essencial.
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Greay et al. (2010), estudou o efeito citotoxico do Oleo essencial de
Melaleuca alternifolia (Maiden & Betche) Cheel e do terpinen-4-ol em células de
mesotelioma (AE17) e células de melanoma (B16). Estes autores descobriram
que o Oleo essencial de M. alternifolia e o terpinen-4-ol induziram uma parada no
ciclo celular mostrando células necréticas e baixo niumero de células apoptoticas
em ambas linhagens tumorais. Em outras palavras, € possivel verificar que a
necrose e a apoptose podem ocorrer simultaneamente dependendo de fatores
tais como a intensidade e a duracdo do estimulo e a extensdo da deplecdo de
ATP entre outros.

A necrose € um processo descontrolado e passivo que normalmente afeta
grandes areas de células enquanto que a apoptose € controlada e dependente de
energia e pode afetar células individuais ou grupos de células. A lesao celular por
necrose € mediada por dois mecanismos principais: dano direto as membranas
celulares e interferéncia no fornecimento de energia a célula (ELMORE, 2007).
Além disso, as células Raji ttm expressao da glicoproteina-P e sobre-expressao
da proteina mutante p53 (FOROUTAN et al., 2007). Estas proteinas sdo capazes
de proporcionar resisténcia a apoptose e levar a morte celular por necrose em vez
da apoptose como relatado no presente estudo. O efeito do mecanismo de
resisténcia da glicoproteina-P das células Raji na reducdo da morte celular por
apoptose causada pelo 6leo essencial de B. milleflora deve ser confirmado por
trabalhos fututros.

De modo geral, o 6leo essencial de B. milleflora, por meio dos ensaios
realizados, foi capaz de reduzir a viabilidade das células tumorais, diminuir a
proliferacédo celular, causar a fragmentacdo no DNA e levar a morte celular pelos
mecanismos de necrose e apoptose. Esses resultados sdo importantes indicios
da atividade antitumoral de B. milleflora, sendo assim, € importante verificar a

seletividade do 6leo essencial de B. milleflora frente as células cancerigenas.

5.4.4.6 Teste do indice de seletividade

As drogas antitumorais ideais devem produzir um efeito citotoxico sobre
as células cancerosas, em baixas concentragdes e, a0 mesmo tempo, nao devem
afetar ou causar dano as células normais. Neste sentido, um outro experimento foi

realizado utilizando linfécitos humanos, a fim de avaliar a auséncia da
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citotoxicidade do oleo essencial de B. milleflora em diferentes concentracdes (3-
200 pg/mL) frente as células normais. Os resultados obtidos mostraram que 0s
Oleos essenciais de B. milleflora nas concentracées de 3, 10 e 30 pg/mL né&o
possuem efeito citotoxico sobre células saudaveis. Os linfécitos humanos
apresentaram uma viabilidade intermediaria (51.39 + 6.12)% quando tratados com
0 Oleo essencial de B. milleflora a 100 pg/mL. Por outro lado, quando tratados
com o Oleo essencial a 200 pg/mL apresentaram uma viabilidade muito baixa
(3,96 + 2,05%) (FIGURA 30).
FIGURA 30 —VIABILIDADE DOS LINFOCITOS APOS A INCUBAGAO COM O OLEO

ESSENCIAL DE B. milleflora POR 48 HORAS, AVALIADA ATRAVES DO ENSAIO
DE REDUGAO DO MTT.
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A andlise estatistica foi realizada usando Anova, seguido pelo teste de Tukey. ***Valores de
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos quando comparados ao controle.
FONTE: A autora (2016).

O indice de seletividade (IS), calculado para o Oleo essencial de B.
milleflora (SI) foi de 3,97 e esta representado na tabela 12. O IS de 3,97 obtido
para o Oleo essencial de B. milleflora reforca a seletividade deste 6leo volatil
frente as células malignas Raji. Valores de IS maiores ou iguais a 2,0 sédo
considerados significativos e indicam que a substancia avaliada possui chances
de se tornar um novo produto antitumoral (SUFFNESS; PEZZUTO, 1990), devido

a sua reduzida citotoxicidade frente as células humanas ndo malignas.
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TABELA 12 - 1G5 DO OLEO, ESSENCIAL DE B. milleflora FRENTE AS CELQLAS RAJI
(CELULAS MALIGNAS) E LINFOCITOS HUMANOS (CELULAS NAO MALIGNAS) E INDICE DE
SELETIVIDADE (IS).

LINHAGEM CELULAR ICso (Lg/mL) IS
Células Raji 26,22 + 7,45
3,97
Linfocitos humanos 104,03 £ 9,39

Valores representam a média + EPM de triplicatas.

5.4.5 ATIVIDADE IMUNOMODULADORA

5.4.5.1 Testes de Citotoxicidade in vitro

5.4.5.2 Ensaio da viabilidade celular pelo método de reducdo do MTT e da

sulforodamina

Diversos métodos podem ser utilizados para avaliar a citotoxicidade dos
compostos naturais, entre eles o ensaio de redu¢cdo do MTT e o ensaio da
sulfarodamina (SRD). O método de reducdo do corante MTT é amplamente
utilizado para verificar a fungéo celular a nivel mitocondrial e o estado metabdlico
da célula a partir de enzimas desidrogenases presentes em células ativas
(MOSMMANN, 1983). O método da SRD consiste na quantificacdo colorimétrica
da proteina corada. O corante SRD liga-se aos residuos de aminoacidos da
proteina basica em células viaveis, sendo usado como um indicador quantitativo
do conteudo proteico da cultura celular. Um aumento ou diminuicdo no nimero de
células resulta numa alteracéo proporcional da quantidade do corante incorporado
indicando o grau de citotoxicidade causada pelo composto em estudo (SKEHAN
et al., 1990). Esse método permite que um maior nimero de substancias sejam
testadas em poucos dias, além de ser rapido, reprodutivel e sensivel (VICHAI et
al., 2006; HOUGHTON et al., 2007).

Os dados obtidos utilizando os ensaios acima descritos demonstraram
qgue o Oleo essencial de B. milleflora nas concentragcbes 1,5; 3 e 10 pg/mL né&o
apresentaram efeito citotbxico nas células J774 (macrdfago) (FIGURA 31).
Entretanto, os Oleos essenciais nas concentragbes de 30 e 100 pg/mL

apresentaram efeito citotoxico, com diferencas significativas quando comparados
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ao controle. O efeito citotoxico in vitro do 6leo essencial de B. trimera (250 pg/mL)
foi comprovado por meio do ensaio da SRD usando uma linhagem de
queratinécitos humanos (HaCat) (OLIVEIRA et al., 2012).

FIGURA 31 — EFEITO CITOTOXICO DO OLEO ESSENCIAL DE B. milleflora EM CELULAS J774.
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A) ensaio de reducéo do MTT; B) ensaio da sulforodamina (SRD) em células J774 tratadas com o
Oleo essencial de B. milleflora (1,5, 3, 10, 30 e 100 ug/mL) e controle por 48 horas. O simbolo*
representa um valor de p<0.05 que foi considerado significativo quando comparado ao controle.
FONTE: A autora (2016).

De acordo com o Suffness e Pezzuto (1990), valores de 1C5,<30 pg/mL
indicam forte atividade citotOxica, entretanto, para Sylvestre et al. (2006), os Oleos
essenciais com valores de ICso entre 10-50 pg/mL possuem forte atividade
citotoxica, I1Cso entre 50-100, 100-200 e 200-300 pg/mL possuem moderada, fraca
e muito fraca atividade, respectivamente. Porém, valores de ICso maiores que 300
Mg/mL ndo apresentam agao citotoxica. Segundo os critérios acima, o Oleo
essencial de B. milleflora frente a linhagem celular em estudo e aos ensaios
realizados apresentou moderada atividade citotoxica com valores de ICsg
independentes do tempo de exposicdo (tabela 13). O ICso de B. milleflora foi
calculado por regressao de Probit com base em um grafico de viabilidade celular
obtido utilizando o ensaio de reducédo de MTT ou o ensaio de SRD versus a
concentragcéo dos compostos.

Parreira et al. (2010), ndo encontrou acao citotoxica no 6leo essencial de
B. dracunculifolia (47,6 pg/mL), usando o método do vermelho neutro em células

de mamiferos. Compostos isolados de B. uncinella apresentaram moderada
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citotoxicidade em células J774 pelo ensaio do MTT (PASSERO et al.,, 2011).
Bufalo et al. (2010), comparou a acado citotoxica do Oleo essencial de B.
dracunculifolia e dois compostos isolados (acido cafeico e acido cinamico)
utilizando células de carcinoma epidermoide de laringe (HEp-2) in vitro e verificou

gue o Oleo essencial possui acao citotoxica pelo ensaio do cristal violeta.

TABELA 13 - ICso PARA O OLEO ESSENCIAL DE B. millefora EM CELULAS J774
TRATADAS POR 48 E 72 HORAS.

TEMPO DE CULTURA MTT SRD
ICs0 (MG/ML) ICs0 (MG/mL)

48 horas 79,52 + 4,37 78,38 + 3,56

72 horas 66.36 + 2.75 76,37 + 3,64

Legenda: O ICg, corresponde a concentragdo de compostos que inibiram 50% do crescimento
celular. Os resultados foram expressos como média + EPM e sdo representativos de um
experimento com

n = 8 repeticBes e foram reprodutiveis em um experimento adicional.

Outros estudos envolvendo sesquiterpenos (Lindera strychnifolia -
Lauraceae) relataram forte citotoxicidade em células humanas A549 (carcinoma
de pulmado humano), HeLa (carcinoma cervical humano), Hep G2 (carcinoma de
figado humano) e HUVEC (endotélio da veia umbilical humana) ap6s 24 horas de
tratamento. A citotoxicidade envolvendo sesquiterpenos de L. strychnifolia foi
pesquisada por meio do ensaio de MTT e os valores de ICso encontrados foram
de 22 a 163 ug/mL (YAN et al., 2009). Rasoanaivo et al. (2013), estudou o efeito
do 6leo essencial de Athanasia brownie Hochr. (Asteraceae), composto
principalmente pelos sesquiterpenos selin-11-en-4a-ol, cariofileno, humuleno e
(E)-nerolidol em células A375 (melanoma maligno) e HTC 116 (carcinoma do
coélon) e encontrou efeitos citotoxicos significativos com valores de ICso de 19,85 e
29,53 ug/mL respectivamente. O 6leo essencial de Tagetes minuta, também
pertencente a familia Asteraceae, foi avaliado quanto a atividade citotoxica em
células de carcinoma de laringe (KB) e carcinoma de figado (HepG2) usando o
ensaio modificado do MTT. O 6leo essencial apresentou atividade citotéxica com
valores de ICsp de 75 + 5 pg/mL para KB e 70 £ 4 ug/mL para HepG2 (SHIRAZI et
al., 2014).
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Silva et al. (2007), demonstrou a possivel citotoxicidade do Oleo essencial
de Zanthoxylum rhoifolium Lam. e de alguns terpenos isolados (B-cariofileno, a-
humuleno, a-pineno, mirceno e linalol) frente as células HelLa (carcinoma cervical
humano), A-549 (carcinoma de pulm&o humano), HT-29 (adenocarcinoma de
cbélon humano), células Vero (ndo tumorais, obtidas de rim de macaco) e
macréfagos de camundongos por meio do ensaio de reducdo do MTT. Os
resultados obtidos permitiram verificar que o 6leo essencial € citotdxico apenas
para as ceélulas tumorais, porém, os compostos [-cariofileno e a-humuleno
apresentaram uma citotoxicidade elevada para as células A-549, HelLa and HT-
29, quando comparados ao 6leo essencial de Z. rhoifolium.

No ensaio da atividade imunomoduladora as células J774 estimuladas por
B-interferon 1A (IFN) e por lipopolissacarideos (LPS) foram incubadas com o 6leo
essencial de B. milleflora (8ug/mL) e apresentaram uma reducao estatisticamente
significativa na producdo de Oxido nitrico quando comparadas ao controle, ou
seja, 0s constituintes volateis do Oleo essencial podem atuar como agentes
imunomoduladores (FIGURA 32).

FIGURA 32 — ACAO DO OLEO ESSENCIAL SOBRE A PRODUCAO DE NO ESTIMULADA POR
B-INTERFERON 1A (IFN) E POR LIPOPOLISSACARIDEOS (LPS).
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O simbolo* representa p<0,05 e foi considerado significativo em comparacéo ao controle.
FONTE: A autora (2016).
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Esses agentes sdo de extrema importancia no combate a microrganismos
patogénicos e a doencas de etiologias variadas como cancer e doencas
autoimunes, uma vez que possuem a capacidade de modificar a resposta imune
potencializando ou suprimindo elementos do sistema imunoldgico (LABRO, 2000;
MAKARE et al., 2001; DUTTA, 2002).

Kim et al. (2008), investigou a composicdo quimica e a acao anti-
inflamatoria do Oleo essencial das flores Farfugium japonicum (Asteraceae) e
encontrou entre os compostos majoritarios o B-cariofileno e o germacreno-D. O
Oleo essencial de F. japonicum (100 pg/mL) inibiu em 25% a producéo de éxido
nitrico em células RAW 264.7 estimuladas com LPS, quando comparado ao
controle. Os sesquiterpenos -cariofileno, &-cadineno, allo-aromadendreno, B-
bisaboleno e a-cadineno também foram identificados entre os compostos
majoritarios presentes no O6leo essencial de Copaifera officinalis (Fabaceae-
Caesalpinioideae). Nesse estudo, o 6leo essencial de C. officinalis (100 ug/mL)
inibiu a producéo de oxido nitrico em esplendcitos obtidos por meio da inducéo de
encefalomielite autoimune em ratos (DIAS et al., 2014). Rodrigues et al. (2015),
investigou a acao antileishmania do 6leo essencial de Syzygium cumini (L.)
Skeels (Myrtaceae) e de seu constituinte majoritario o a-pineno através da
atividade imunomoduladora in vitro por meio da quantificacdo das concentracées
de nitrito. Foi verificado um aumento na producdo de NO nas concentracfes de
50 a 400 pg/mL tanto em macrofagos tratados com o 6leo essencial quanto em
macréfagos tratados com o a-pineno, sugerindo que o Oleo essencial possui
atividade anti-leishmania mediada pela imunomodulag&o. Boscardin et al. (2012),
também relatou a acdo imunomoduladora do 6leo essencial das folhas adultas de
Eucalyptus benthamii Maiden et Cambage sobre a producdo de NO em
macréfagos estimulados com LPS.

A super producdo de espécies reativas de nitrogénio (RNS) e oxigénio
(ROS) por macréfagos € um classico indicador de eventos inflamatérios
(KARIMIAN et al., 2014). O efeito do Oleo essencial de B. milleflora na producéo
de espécies reativas de oxigénio esta apresentado na figura 33. Nesse ensaio as
células J774 foram estimuladas com zimozan a produzir ROS. Os resultados
obtidos sugeriram que o0 Oleo essencial nas concentracdes de 10 e 20 pg/mL
apresentaram uma intensidade de fluorescéncia semelhante ao controle, ou seja,

0 Oleo essencial ndo inibiu a producdo de ROS nos tempos avaliados.
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FIGURA 33 - EFEITO DO OLEQ ESSENCIAL DE B. milleflora NA PRODUCAO DE ESPECIES
REATIVAS DE OXIGENIO (ROS) ESTIMULADAS POR ZIMOSAN (ZYM);
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FONTE: A autora (2016).

FIGURA 34 - CAPACIDADE FAGOCITICA DE MACROFAGOS USANDO PARTICULAS
NAO OPSONIZADAS DE ZIMOSAN.
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O simbolo* representa p<0,05 e foi considerado significativo em comparacao ao controle.
FONTE: A autora (2016).

O ensaio da fagocitose vem sendo frequentemente empregado para
avaliar a atividade imunomoduladora de produtos naturais. Os macrofagos séao as
principais células utilizadas nesses estudos e que possuem a capacidade de
internalizar particulas mais eficientemente que outras células, desempenhando

importante funcdo nas respostas imune inata e adquirida (ABBAS, 2000;
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GOLDSBY et al.,, 2000; WU et al.,, 2004). A capacidade fagocitica do 6leo
essencial de B. milleflora, utilizando particulas ndo opsonizadas de zimozan, foi
de aproximadamente 40% quando comparada ao controle, sugerindo uma
possivel atividade imunomoduladora (FIGURA 34).

Oleo essencial de Helichrysum odoratissimum (L.) Less., também
pertencente a familia Asteraceae, demonstrou possuir uma potente atividade anti-
inflamatdria pela sua capacidade em inibir a via 5-lipoxigenase. O Autor atribiu a
atividade relatada aos compostos majoritarios [B-cariofileno e limoneno
encontrados no Oleo essencial. Ainda nesse estudo, o Oleo essencial de
Heteropyxis natalensis Harv. (Heteropyxidaceae) apresentou uma menor
atividade inibitoria sobre a 5-lipoxigenase, a qual foi atribuida a diversos fatores
entre eles a auséncia do composto B-cariofileno (FRUM et al.,, 2006). O B-
cariofileno € um dos compostos majoritarios presentes no OE de B. milleflora.
Segundo Baylac et al. (2003), a via 5-lipoxigenase também pode ser inibida pelo
monoterpeno a-pineno, presente em menores quantidades em B. milleflora. As
andlises realizadas com o 6leo essencial de B. milleflora revelaram uma mistura
de diferentes compostos, os quais podem exercer efeitos sinérgicos, antagdnicos

ou aditivos, resultando no efeito imunomodulador encontrado nesse trabalho.
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CONCLUSAO

Os objetivos propostos para o estudo da espécie Baccharis milleflora

foram atingidos e as conclus@es estabelecidas estéo listadas a sequir:

- Os caracteres morfoanatdmicos de B. milleflora, com énfase no caule trialado,
demonstraram estbmatos actinociticos, tricomas glandulares capitados
bisseriados, tectores flageliformes simples e dutos secretores. Essas descricdes
contribuem para a identificagéo e diferenciagéo das demais carquejas;

- A partir das analises por cromatografia gasosa acoplada a detector de massas
foram identificados os compostos majoritarios trans-cariofileno (7,65-13,41%),
germacreno-D (6,83-11,18%), biciclogermacreno (9,99-12,89%) e 9-10-dehidro
isolongifoleno (1,21-10,06%);

- A atividade antioxidante foi demonstrada nas quatro estacdes do ano. Por meio
do ensaio de reducdo do radical 1,1-difenil-2-picrilhidrazila (DPPH), o oleo
essencial oriundo da coleta realizada no inverno apresentou o melhor resultado
com um valor de ICso de 15,45 mg/mL. Os 6leos essenciais provenientes das
coletas realizadas no outono e no inverno, pelo ensaio do fosfomolibdénio,
demonstraram significativas atividades antioxidantes com valores superiores aos
padrées rutina e acido galico. Novamente o Oleo essencial proveniente do
inverno, através do ensaio de TBARS, apresentou o melhor resultado com uma
atividade antioxidante de 29,06%. Essa atividade foi superior a obtida com
antioxidante padrdo BHT (26,42%);

- O potencial antimicrobiano por microdiluicdo em caldo foi demonstrado somente
frente a cepa de Staphylococcus aureus;

- A atividade inseticida realizada pelos ensaios de repeléncia e fumegancia
demostrou que o Oleo essencial possui forte atividade frente ao Pediculus
humanus capitis podendo ser uma alternativa mais segura, eficaz e acessivel;

- No ensaio de citotoxicidade, o Oleo essencial apresentou valores de ICs
inferiores a 50 pg/mL para as células Jurkat, Raji e HL-60 em 24, 48 e 72horas de
tratamento e demonstrou uma diminuicdo do conteido de DNA celular para as
trés linhagens tumorais. Em particular, as células Raji apresentaram uma maior
inibicAo na proliferacdo celular e por consequéncia foram utilizadas na

investigacdo dos mecanismos de morte celular. O 6leo essencial de B. milleflora
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promoveu parada em GO/G1 e também induziu fragmentacéo celular, a qual foi
representada pelo aumento da populagcdo sub GO indicando morte celular
induzida por apoptose. A morte celular por necrose associada ao baixo nivel de
morte celular por apoptose foi observada nos ensaios de coloracdo com EB/AO e
Hoechst 33342, demonstrando que o O6leo essencial age por ambos os
mecanismos apoptoéticos e necroéticos. O indice de seletividade obtido foi de 3,97
0 que representa uma reduzida citotoxicidade em células humanas saudaveis;

- A acdo imunomoduladora do 6leo essencial foi investigada frente as células
J774. O oleo essencial apresentou citotoxicidade nas concentracdes de 30 e 100
pg/mL, reduziu significativamente a producdo de NO e ROS, emitiu uma
intensidade de fluorescéncia semelhante ao controle e exibiu uma capacidade

fagocitica de aproximadamente 40%.
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SUMMARY. Baccharis is an important genus of Asteraceae and comprises about 120 species in Brazil.
Several Baccharis have demonstrated biological activities. Baccharis milleflora (Less.) DC., commonly
known as carqueja, carqueja-do-lajeado, is used in popular medicine as a diuretic and stomachic, similar-
ly to other carquejas. The botanical material was investigated according to standard methods of light and
scanning electron microscopy. In brief, B. milleflora showed a three-winged stem with ribs between the
wings, actinocytic and anomocytic stomata located above the other epidermal cells in the axis, simple unis-
eriate flagelliform non-glandular trichomes with cells that extend from the base, biseriate glandular tri-
chomes and secretory ducts. These data contribute to the identification of this medicinal plant and supply
additional knowledge for the Trimera group.

RESUMEN. Baccharis es un género importante de Asteraceae y cuenta con cerca de 120 especies en Brasil. Va-
rias especies de Baccharis han demostrado actividades bioldgicas. Baccharis milleflora (Less.) DC., cominmente
conocida como carqueja o carqueja-do-Lajeado, se utiliza en medicina popular como diurético y estomacal, de
manera similar a otras carquejas. El material botdnico se investigd de acuerdo con los métodos estdndar de mi-
croscopia Gptica y electrénica de barrido. B. milleflora posee un tallo de tres alas con costillas entre las alas, esto-
mas actino- y anomociticos situados por encima de las otras células de la epidermis en el eje, tricomas no glandu-
lares flageliformes uniseriados con células que se extienden desde la base, tricomas glandulares biseriados y con-
ductos secretores. Estos datos contribuyen a la identificacion de esta planta medicinal y suministra conocimien-

tos adicionales sobre el grupo Trimera.

INTRODUCTION

Baccharis L., an important genus of Aster-
aceae, comprises about 300 species distributed
from the United States to Argentina 1. Approxi-
mately 120 species are described in Brazil,
mainly in Southern 2. Several Baccharis have
shown biological activities as B. coridifolia DC. 3,
B. sagittalis (Less.) DC. 4, B. unbelliformis DC. 3,
B. trinervis Pers. ¢, B. dracunculifolia DC., and
B. uncinella DC. 7.

Baccharis L. (sect. Caulopterae DC.) is repre-
sented by about 30 species and restricted to
South America !. Brazil presents the main diver-
sity of species for this section, which increases
with altitude 8. In Rio Grande do Sul, 15 species
of the Trimera group were reported 9.

Trimera group comprises many species that
show caulinar expansions or wings which con-

stitute cladodes. These species are popularly
known as carqueja in Brazil and Argentina, and
exhibit two or three winged cladodes, which are
similar in morphology. Some works have dealt
with anatomical characters of aerial vegetative
organs for pharmacognostic purposes 210,

Baccharis milleflora (Less.) DC., commonly
named as carqueja and carqueja-do-lajeado, is
used in popular medicine as a diuretic and
stomachic, similarly to other carquejas 2. It takes
place in the Southeast and South of Brazil and
occurs in dry or wet fields, swamps, margins of
forests, fields of high altitude and shaded sites
1112 Studies involving its essential oil from dif-
ferent samples of B. milleflora showed distinct
major compounds, including spathulenol
(25.3%) and B-pinene (34.2%) 13.

KEY WORDS: Asteraceae, Baccharis milleflora, morpho-anatomy, pharmacognosy, quality control.
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Morphological and anatomical studies have
been performed due to confusion between dif-
ferent medicinal representatives known as car-
queja that are popularly used for the same pur-
poses 1416, However, no previous paper was de-
voted to investigate the morpho-anatomy of B.
milleflora.

Thus, this study aimed to analyze macro and
microscopic characters of B. milleflora con-
tributing to its pharmacognostic study in order
to provide further information to support the
quality control of this medicinal plant.

MATERIAL AND METHODS

Baccharis milleflora (Less.) DC. was collect-
ed in Uvaranas, Ponta Grossa, state of Parand,
Brazil (coordinates 25° 5’ 237S and 50° ¢ 23"W)
in May 2013. The voucher was identified and
registered as ICN 192141 in the Herbarium at
the Instituto de Ciéncias Naturais, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul.

Cladode fragments obtained 5 c¢m from the
apex were fixed in FAA 70 17, which was re-
placed by 70 % ethanol 8. Transversal and lon-
gitudinal freehand sections were stained with
astra blue and basic fuchsine 1. The histochemi-
cal analyzes were performed using solution of
hydrochloric phloroglucin for investigating

lignin 20, Sudan III for lipophilic compounds 21,
ferric chloride for phenolic compound 7 and
Lugol for starch 18, The powdered plant drug
was also micro-/macroscopically examined.
Photos were taken with the light microscope
Olympus CX-31 RTSF in order to illustrate the
results.

The ultrastructural analysis (scanning elec-
tron analysis-SEM) was performed in high vacu-
um. The samples were dehydrated in a graded
ethanolic series and by CO, critical point appa-
ratus (Balzers CPD-030) and coated with gold
(Balzers Sputtering SCD-030). Electron micro-
graphs were taken with the scanning micro-
scope Jeol JSM-6360LV 22,

RESULTS AND DISCUSSION
External morphological analysis

Carquejas showed the presence of cladodes
as a morphological feature, i.e. winged stems
(Budel et al) 2. However there are carquejas
that have leaves besides cladodes, eg. B. apici-
Joliosa A.A. Schneid. & Boldrini, B. flexuosir-
amosa A.A. Schneid. & Boldrini 23, B. opuntioides
Mart. ex Baker 24, B. trimera (Less.) DC. 25, B.
pseudovillosa 1.L. Teodoro & J.E. Vidal, B. sagit-
talis (Less.) DC. and B. usterii Heering, and B.
stenocephala Baker (rudimentary form) 26,

ZBmm

Figure 1. Baccharis milleflora DC., Asteraceae. A. General aspect; B. Vegetative branches; C. Cross section of
the stem axis exhibiting central axis (ax), ribs (rb) and three wings (wi); D. Front view of epidermal cells ex-
hibiting anticlinal walls and stomata (st); E. Front view of the cladodes wind epidermal exhibiting trichomes in
clusters formed by glandular trichomes (gt) and non-glandular (n0) in SEM (scanning electron analysis); F. Front
view of the cladodes wings epidermal exhibiting stomata (st) and slightly striate cuticle (cu). Bar = A (15 cm), C

(100 pm), D (50 pm).



The identification of these species offers diffi-
culty because they are very similar. In this re-
gard, B. trimera is confused with B. crispa
Spreng., B. microcephala Baker, B. opuntioides,
B. stenocephala and B. usterii 232028 In addition,
B. apicifoliosa and B. flexuosiramosa are similar
to B. milleflora and B. organensis Baker, respec-
tively 23, Moreover, Baccharis sphagnophila AA.
Schneid. & G. Heiden is similar to B. pseudovil-
losa and B. ramboi G. Heiden & L. Macias.

In this study, B. milleflora (Fig. 1A) presents
a ligneous central axis stem measuring 1 to 1.5
m in height and shows a three-winged stem
(Fig. 1C). The wings are flat and have an inter-
ruption in length measuring from 0.3-0.5 cm
wide (Fig. 1B). Leaves are not observed in this
taxon.

Anatomical Analysis
Wing of cladodes

In the frontal view, the anticlinal wall of epi-
dermal cells presents itself in a slim and polygo-
nal shape (Fig. 1D), in which it is possible to
verify the presence of primary pit fields. These
features are found in several species of carqueja
162934 Concerning this aspect, F. Bras. IV 35 has
described a sinuous outline in the anticlinal wall
of epidermal cells of B. trimera.

In cross section, the epidermis is uniseriate
and is coated with a slightly thin cuticle (Fig.
1F). Similar data were described for B. articula-
ta (Lam.) Pers. 2 and B. myriocepheala DC. 3.
However B. gaudichaudiana DC. 3 and B.
trimera 2 presented striated cuticle. Neverthe-
less, thick and striate cuticle was observed in B.
sagittalis (Less.) DC. and B. triangularis Hau-
man as reported by Petenatti ef al. 3.

Anomocytic and anisocytic stomata are com-
mon in carquejas 4162932345738 In the present
study, B. milleflora exhibits anomocytic and
actinocytic stomata (Fig. 1D) with five to seven
subsidiary cells radially placed. These character-
istics were described by Freire, Urtubey and
Giuliano 3 for the following non-winged
species: B. boliviensis (Wedd.) Cabrera, B. con-
Sferta Kunth, B. linearis (Ruiz & Pav.) Pers., B.
nitida (Ruiz & Pav.) Pers., B. odorata Kunth, B.
pilularis DC., B. salicifolia (Ruiz & Pav.) Pers.,
B. sarothroides A. Gray, B. teindalensis Kunth,
B. tola Phil. and B. tricuneata (L. f.) Pers.

Biseriate capitate glandular trichomes seem
to be characteristic of carquejas. These tri-
chomes can be verified isolated, in clusters or
with non-glandular trichomes and are often in
epidermal depressions 1625.28-29.3537.39  In accor-
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dance to this standard, biseriate capitate glandu-
lar trichomes formed by 8 cells were observed
in B. milleflora (Figs. 1E, 2A, 2C). Other types of
glandular trichomes were also related to carque-
jas, such as uniseriate capitate glandular tri-
chomes in B. sagiltalis and B. triangularis 37
and non-capitate glandular trichomes in B. us-
terii 11,

Figure 2. Baccharis milleflora DC., Asteraceae. Cross
section - A. Wing of the cladodes, exhibiting endo-
derm (en), epidermis (ep), cuticle (cu), spongy
parenchyma (sp), palisade parenchyma (pp), glandu-
lar trichomes (gt), vascular bundle (vb) and secretory
ducts (sd); B. Detail of the previous figure by SEM; C.
Wing border of the cladodes, exhibiting epidermis
(ep), cuticle (cuw), spongy parenchyma (sp), palisade
parenchyma (pp), glandular trichomes (gt), fibers (fi),
vascular bundle (vb) and secretory ducts (sd). Bar =
A, C (50 pm).
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The essential oil present in the glandular tri-
chomes and secretory ducts of Asteraceae
species can have therapeutic applications 41. In
that sense, several members of Baccharis are
used as relevant essential oil producers 42-45, In
this study, the glandular trichomes present in B.
milleflora reacted positively to the presence of
lipophilic compounds.

Non-glandular trichomes anatomically de-
scribed as uniseriate, simple, and flagelliform
have been widely reported in carquejas, as seen
in B. microcephala °, B. articulata, B. gau-
dichaudiana >, B. crispa (syn. B. cylindrica)
2831 B. sagittalis and B. triangularis 3.

These non-glandular trichomes are also ob-
served in B. milleflora (Fig. 1E). They have
about 3 cells at the base which are enlarged to-
ward the apex. Similar description was reported
for non-winged species as in B. coridifolia 1439,
B. anomala DC. 15, B. singularis (Vell.) G.M.
Barroso 10, B. spicata (Lam.) Baill. 7 and B. cog-
nata DC. 4. Additionally, uniseriate simple flag-
elliform non-glandular trichomes with isodia-
metric cells at the base were described for the
non-winged species B. uncinella DC. 15.

Carquejas have expansions shoots that serve
as leaves 2. Likewise the wings show the same
internal structure of a leaf by presenting a pho-
tosynthetic parenchyma. In this study, B. mille-
flora has an isobilateral mesophyll comprising a
parenchyma composed by 2-3 layers of palisade
parenchyma on both sides and 3 layers of
spongy parenchyma in the central region (Fig.
2A). This arrangement is in accordance to what
is described for the wings of B. articulata (Lam.)
Pers. 303649 B saudichaudiana DC., B. myrio-
cephala 32335, B. crispa (syn B. cylindrica) 2834,
B. trimera 2849 and B. sagittalis 37.

At the wing borders of B. milleflora, the cuti-
cle that coats the epidermis presents itself striat-
ed. Underlying the epidermis, an angular col-
lenchyma of 1-2 layers is observed. A collateral
bundle with a perivascular fiber caps adjoining
the phloem and secretory ducts (Fig. 2C). These
elements were also reported at the wing borders
of B. microcephala 1, B. trimera 40 and B. us-
terii 10,

In B. milleflora, the collateral vascular bun-
dles are surrounded by a sheath parenchyma
and are distributed in the spongy parenchyma
(Fig. 2B) and in the edge of the wing (Fig. 2C).
These structures are present in the direction of
both xylem and phloem and are accompanied
by secretory ducts. The secretory ducts epitheli-
um is uniseriate and consists of about 6-10 cells

Figure 3. Baccharis milleflora DC., Asteraceae. Scan-
ning electron analysis. A. Cross section of stem, ex-
hibiting the epidermis (ep), endoderm (en), fibers
(f), phloem (ph), xylem (xy), pith (pi), collenchyma
(co), chlorenchyma (cl) and secretory ducts (sd ); B.
Front view of the stem axis epidermis, showing striat-
ed cuticle (cu) and glandular trichomes (gt), non-
glandular trichomes (nt) arranged in clusters; C. Cross
section of the stem axis, showing the epidermis (ep)
with glandular trichomes (gt), collenchyma (co) and
fibers (fi).
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with dense cytoplasm (Figs. 2A, 2B, and 20).
These ducts demonstrate positive reaction to Su-
dan TIT due to the lipophilic nature of their
products.

These features have been reported for sever-
al carquejas 10.25.29-30.52.30.40 However, B. crispa
showed secretory ducts only on the edges of
the wings which do not accompany the vascular
bundles 2.

Caulinar axis

The cladode of B. milleflora tends to have a
circular shape and exhibits ribs between the
wings (Fig. 1C). Ribs between the wings have
also been observed in B. crispa 2 and B. usterii
16, However these structures were not found in
B. microcephala ©, B. sagittalis 3 and B. trimera
25,29, 40,

In the present study, the epidermis presents
itself in a single layer coated for thickened and
striated cuticle (Figs. 3B, 3C) which was also de-
scribed in B. sagitallis and B. triangularis 5. In
carquejas, the stomata are located at or slightly
above the epidermal cells 1629323440 Diverting
from the general finding, B. milleflora has stom-
ata in the upper level of the other epidermal
cells (Fig. 4A). The same trichomes that were
mentioned for the wing of the cladodes are veri-
fied in the stem axis (Figs. 3B, 3C).

Underlying to the coating system of B. mille-
Sflora, alternating groups of cells of chlorenchy-
ma (Fig. 4A) and angular collenchyma (Fig. 4B)
are observed. The collenchyma located near to
the vascular bundles has about 3 layers (Fig.
4B). Well-developed perivascular fiber caps are
found with the phloem. Secretory ducts similar
to those of the wings are verified near the endo-
derm which delimits internally the cortical re-
gion (Fig. 4B). The cell walls of secretory ducts
are impregnated with lipophilic compounds.

These characteristics are in accordance with
those reported from other carquejas, such as B.
myriocephala 3, B. articulata, B. crispa 231, B.
lrimera 2940, B. sagittalis, B. triangularis 37, B.
microcephala 19 and B. usterii 1°.

The vascular system of carquejas consists of
cylinders of centrifugally-formed phloem and
centripetally-formed xylem. The vascular system
establishes a medullar region that has relatively
large cells which are thin-walled and not ligni-
fied 1629323440, These same characteristics are
observed in B. milleflora (Figs. 4A, 4B).

Nakata 30 reported that plant growth and low
calcium concentration can influence the amount
of crystals present in it. Jorge et al. 5! reported
that calcium oxalate crystals are absent in Bac-
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Figure 4. Baccharis milleflora DC., Asteraceae. Cross-
section of the stem axis - A. Chlorenchyma (cl), epi-
dermis (ep) and stomata located above the epidermal
cells (st), cuticle (cu), substomatal cavity (cst), endo-
derm (en), secretory duct (sd), fibers (fi), phloem
(ph) and, xylem (xy). B. Collenchyma (co), epidermis
(ep), endoderm (en), secretory ducts (sd), fibers (fi),
phloem (ph), xylem (xy) and, pith (pi). Bar = A, B
(50 pm).

charis. In the present work, B. milleflora dis-
played no crystals. On the other side, these ele-
ments were described in the winged species: B.
articutlale 29-30, B. crispa 2934 B. myriocephale 30,
B. microcephala 1, B. sagittalis, B. triangularis
37 and B. trimera 29354,
Fragmented drug

The plant drug material consists of dried and
fragmented winged stems (Fig. 5). The powder
meets all the requirements for this species. In
brief, the typical characteristics are: fragments of
epidermis with anomocytic and actinocytic
stomata besides the presence of glandular and
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Figure 5. Baccharis milleflora DC., Asteraceae. Frag-
mented drug. Bar = 1 cm.

non-glandular trichomes, portions of palisade,
spongy and medullar parenchyma and portions
of fibers accompanied by secretory ducts. De-
pending on the degree of fragmentation, por-
tions of winged branches with and without ca-
pitula can occur.

CONCLUSION

In summary, B. milleflora presents a three-
winged stem with ribs between the wings,
actinocytic and anomocytic stomata located
above the other epidermal cells in the axis, sim-
ple uniseriate flagelliform non-glandular tri-
chomes with cells that extend from the base,
biseriate glandular trichomes and secretory
ducts. When taken together, these main features
contribute to the identification of this medicinal
plant and can supply additional knowledge for
the Trimera group.
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SUMMARY. Baccharis milleflora essential oil was obtained by hydrodistillation in four seasons of the year
and analyzed by GC/MS. The major constituents identified were trans-caryophyllene (7.65-13.41%), ger-
macrene-D (6.83-11.18%), bicyclogermacrene (9.99-12.89%). The essential oils showed antioxidant activi-
ty by DPPH methods with ICsg between 15.45 + 0.52 and 21.06 + 0.15 pug/mL, fosfomolibdenium with AAR
779 £ 090% - 79.81 * 2.30%, TBARS with IA 12.60 + 0.78% - 29.06 + 1.47%, and ABTS with ICs; be-
tween 3.85 £ 0.10 and 4.60 = 0.07 gg/mL. Through the microdilution broth method it was observed antimi-
crobial activity against Staphylococcus aureus for the four seasons. The repellency test showed an IR 80.65
* 6.69% well above the IR 36.39 + 21.00 found for the essential oil of Cymbopogon nardus, used as a stan-
dard. The fumigant activity showed a KT5y (min) of 10.63 + 2.68 and 22.70 + 3.40 for the B. milleflora and
Melaleuca alternifolia essential oil, respectively.

RESUMEN. El aceite esencial Baccharis milleflora se obtuvo por hidrodestilacién en las cuatro estaciones del
afno y se analizd mediante GC/MS. Los principales constituyentes identificados fueron trans-cariofileno (7,65-
13,41%), germacreno-D (6,83-11,18%) y biciclogermacreno (9,99-12,89%). Los aceites esenciales mostraron ac-
tividad antioxidante mediante los siguientes métodos: DPPH con 1Csg entre 15.45 + 0,52 a 21,06 £ 0,15 pg/mL,
fosfomolibdenium con AAR 77,9 £ 0,90% a 79,81 + 2.30%, TBARS con IA 12.60 + 0.78% a 2906 + 147 % y
ABTS con IC5 entre 3,85+ 0,10 y 4,60 + 0,07 pg/mL. A través del método de microdilucién en caldo se obser-
vé actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus para las cuatro estaciones. El ensayo de repelencia
mostré un IR de 80.65 + 6.69%, muy por encima del IR 36.39 + 21.00% encontrado para el aceite esencial de
Cymbopogon nardus, usado como estdndar. La actividad fumigante mostré una KTsy (min) de 10,63 + 2,68 y
22,70 £ 3,40 para los aceites esenciales de B. milleflora y de Melaleuca alternifolia, repectivamente.

162

Regular article

Received: July 1,2016

Revised version: August 3, 2016
Accepted: August 5,2016

2 Postgraduate Program in Pharmaceutical Sciences, * Department of Clinical and Toxicological Analysis,

INTRODUCTION

Baccharis milleflora belongs to the genus
Baccharis, composed by more than 500 species
distributed mainly in Brazil, Argentina, Colom-
bia, Chile and Mexico . Found in the form of
dense populations in sunny locations and shal-
low, wet soils or wetlands they are popularly
known as the broom flagged 2. The morphologi-
cal and anatomical analysis of B. milleflora re-
vealed trialado stem, epidermal cells with
anomocytic and actinocytics stomata, non glan-
dular trichomes, glandular biseriate and essen-
tial oil secretory ducts 3. Previous studies have
revealed several major compounds in the essen-

tial oil of B. milleflora including the terpenoids
gamma-gurjunene, alpha-selinene, p-pinene,
and spathulene 45.

The pharmacological activities of Baccharis
have been demonstrated through numerous
studies, thus increasing the interest of the scien-
tific community in species belonging to this
genus. Avancini et al. o, while studying the Bec-
charis trimera essential oil, found antimicrobial
activity against Staphylococcus aureus and Strep-
tococcus uberis by serial dilution technique with
multiple tube system. This activity was also
found in the Baccharis latifolia essential oil by

broth microdilution 7 and Baccharis trinervis
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through disk agar diffusion test 8. The discovery
of substances which can serve as an alternative
to the use of conventional antibiotics is ex-
tremely important, taking into consideration that
many microorganisms are resistant to conven-
tional antibiotics 2.

The terpenoids have been widely investigat-
ed due to their ability to inhibit the enzyme
xanthine oxidase which generates reactive oxy-
gen species 19, Many drugs are able to prevent
these oxidation processes, however, have sever-
al undesirable side effects so it is extremely im-
portant to search for new alternatives with en-
hanced therapeutic effects and fewer side-ef-
fects. Studies with Baccharis often report antiox-
idant activities such as B. coridifolia by deter-
mining tiobarbituric acid reactive species 11.
Baccharis trimera reduced the release of reac-
tive oxygen species through experimental models
in vitro and in vivo using neutrophils of rats 12,
In the study conducted by Guimaries ef al. '3,
B. dracunculifolia exhibited potent antioxidant
activity against the oxidative stress in mitochon-
dria isolated from rat livers.

Other activities were also found in this genus
as Baccharis salicifolia which showed repellent
activity against a important agricultural pest that
attacks cornfields, the Tribolium castaneum lar-
vae 4 and against the mosquito carrier dengue
Aedes aegypti larvae 5. Baccharis darwinii es-
sential oil presented insecticide activity against a
pest known as Ceratitis capitata or fly of the
Mediterranean, capable of causing damage in
large varieties of fruit !9, These studies demon-
strate the growing search for natural insecticides
that are more selective and less aggressive than
chemical insecticides and offer less risk to hu-
man health and to the environment 7. Whereas
the Baccharis genus has been widely re-
searched and that there are no studies on the bi-
ological activity of the B. milleflora essential oil,
the objective was seasonally evaluate the chemi-
cal composition and investigate the antioxidant,
antimicrobial and insecticide activity.

MATERIAL AND METHODS
Plant Material

Baccharis milleflora (Less.) DC. was collect-
ed in the region of Uvaranas, in the city of Pon-
ta Grossa, state of Parand, Brazil (coordinates
25° 5 237S and 50° ¢’ 23°W), in the four seasons
during 2013. The species was identified by the
vouchers 192141 and 388373 and stored at the
Herbariums at the Institute of Natural Sciences,

Federal University of Rio Grande do Sul and
Municipal Botanical Museum of Curitiba in
Parana, respectively.

Extraction of essential oil and GC-MS
analysis

The leaves of B. milleflora were air dried
and then distilled using a Clevenger type appa-
ratus for 6 h. The essential oils were stored in
glass vial with Teflon-sealed caps at 4 £ 0.5 °C
in the absence of light until used. The identifica-
tion of volatile constituents was performed us-
ing a Hewlett- Packard 6890 gas chromatograp,
equipped with a Hewlett- Packard 5975 mass
selective detector and capillary column HP-5 (30
m x 0.2 Smm x 0.25 pm). GC-MS was carried
out using split/splitless injection, with injector
set at 220 °C, column set at 60 °C, with heating
ramp of 3 °C/min and final temperature at 240
°C, and the detector was set at 250 °C. Helium
was used as carrier gas at 1 mL/min. The GC-MS
electron ionization system was set at 70 eV.
Quantitative analysis was carried out using a
Hewlett-Packard 5890 gas chromatograph
equipped with a flame ionization detector under
the same conditions previously described. A
sample of each essential oil was dissolved in
ethyl acetate (20 mg/mL) for the analyses. Re-
tention indices (RI) were determined by injec-
tion of hydrocarbons standards and essential oil
samples in the same conditions. The oils com-
ponents were identified by comparison with da-
ta from literature 18 and the profiles from the
mass spectra libraries (Wiley 139, 275, and 7
and Nist 127). The GC-FID quantification was
obtained using GC-FID chromatogram and was
expressed as a mean from three samples of
each extracted essential oil.

Antioxidant Activity
Free radical scavenging activity: DPPH test
The antioxidant activity of essential oils was
determined by the reduction of 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) 19, Essential oils in
methanol at different concentrations were tested
(35.0, 30.0, 25.0, 20.0, 15.0, 10.0, 5.0, 1.0, and
0.5 mg/mL). Methanol was employed to obtain
the serial dilutions of the positive controls:
ascorbic acid and gallic acid at concentrations
from 1000 to 0.387 mg/mL and also for obtain-
ing the DPPH solution (0.1 mM). A total of 20
pL of the essential oil solutions B. milleflora
well as the positive control and blank
(methanol) and 100 pL of the DPPH solution



were transferred to 96 well microplates. The
plates were homogenized for 1 min and the
reading was performed in a microplate reader
(Biotek Instruments, Winooski, VT, USA) at 517
nm, immediately after mixing and at the end of
a 30 min incubation in the dark at room temper-
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ature. The antioxidant activity (AA) was deter-
mined as a percentage and calculated by the de-
cay rate of the DPPH solution absorbance with
oil or standards after 30 mins of reaction, with
respect to the reference solution (DPPH in
methanol) according to Eq. [1]:

WAA= 100-[(A sample - A blank / A control) x 100)] (1]

Antioxidant activity of the essential oil was
expressed as ICs,, defined as the concentration
of the test material required to cause a 50% de-
crease initial DPPH concentration. All measure-
ments were performed in triplicate.

Reducing phbosphomolybdenum complex

The phosphomolybdenum complex reduc-
tion method was used to determine the total an-
tioxidant capacity 2. An aliquot of 300 pL of es-
sential oil in an ethanol solution at 200 pg/mL
was added to a test tube, along with 3 mL of the

reagent (4 mmol/L ammonium molybdate, 28
mmol/L sodium phosphate, and 0.6 mol/L sulfu-
ric acid). The tube was sealed and transferred to
a water bath at 95 °C for 90 min. The tube was
cooled and the reading was performed using a
spectrophotometer model UV/Vis Shimadzu-
1601-695 nm at 695 nm against a blank (to 300
pl of ethanol was added 3 mL of reagent) in
triplicate. For calculation purposes, ascorbic acid
was regarded as 100% antioxidant activity, ac-
cording to Eq. [2]:

WAA = (A sample - A blank/ A ascorbic acid - A blank) x 100 (2]

Method for the determination of thiobarbi-
turic acid reactive species (TBARS)

The determination of thiobarbituric acid re-
active species was performed using a medium
rich in lipids, in this case, a gem homogenized
egg solution 2!, The procedure was performed
in five replications. In five test tubes was added
0.5 mL of egg yolk solution (10% w/v) and 0.1
mL essential oil solution of 1000 ppm (w/v) dis-
solved in methanol, supplementing its volume
to 1mL with distilled water. Then it was added
to each tube ABAP 0.05 mL (0.07 mol/L) to in-
duce lipid peroxidation. It was then added a so-
lution of 1.5 mL of 20% acetic acid (pH 3.5), 1.5
mL TBA solution (0.8% w/v), and SDS solution
(1.1% w/v). The test tubes were brought to a
water bath at 95 °C under stirring for 1 h. After
cooling, it was added 5 mL of 1-butanol to each
tube and centrifuged at 3000 rpm for 10 min.
The absorbance of the upper organic layer was
measured in a Spekol spectrophotometer at 532
nm. Finally, it was obtained the antioxidant in-
dex of the sample in percentage (1A %), accord-
ing to Eq. [3]:

1A% = (1—- A/C) % 100 (3]

where C'is the absorbance of the fully oxidized
control and A is the arithmetic mean of ab-

sorbance of the essential oil. The 3,5-di-ter-
butyl-4-hidroxytoluene (BHT) antioxidant to
1000 ppm (w/v) was used as a positive stan-
dard.

ABTS radical-scavenging activity

The radical cation ABTSe+ was mixed to
aqueous solutions of ABTS (7 mmol/L) and
potassium persulfate (2.45 mmol/L) in a volu-
metric ratio of 1:1 and incubated under light at
room temperature for 12 h. Next, the solution
ABTSe* was diluted in ethanol to obtain an ab-
sorbance value at + 0.7 to 734 nm. The com-
plexation between ABTSe* and the essential oil
(0.1, 05, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, and 8 mg/mL) was
measured by decreasing absorbance at 734 nm
after 30 min by a microplate reader (Molecular
Devices, SpectraMax 190, Sunnyvale, USA). All
readings were performed in triplicate. A rutin
solution (0.078125, 0.15625, 0.3125, 0.5, and
0.625 mg/mL) was used as a standard 22, The
antioxidant activity was calculated by Eq. [4].

% Inhibition = [(Ab -A,) / A,] % 100 [4]

where Ab is the absorbance of the positive con-
trol and A, is the absorbance of the sample. The
results were expressed as concentration of an-
tioxidant needed to suppress 50% of the oxidiz-
ing agent (ICsq).
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Antimicrobial activity
Broth microdilution method

All assays were performed in triplicate using
strains from the American Type of Culture Col-
lection (ATCC) Escherichia coli (ATCC 10530),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Candida
albicans (ATCC 10231), Enterococcus faecelis
(ATCC 29212), and Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 27853). A suspension of microorganisms
(0.010 mL) was inoculated in the broth and the
final concentration of test microorganisms was
approximately 1 x 105 CFU/mL well. Essential
oils of B. milleflora were solubilized in Tween
80 at a final concentration of 1% and diluted to
10 mg/mL in Mueller Hinton broth (MHB) test
for E. coli, §. aureus, E. faecalis, P. aeruginosa
and Mueller-Hinton broth with 2% glucose for
assays C. albicans. All the resulting solutions
were filtered through 0.22 pm membrane. The
microdilution test was conducted in 96 well mi-
croplates according to the adapted M7-A6 proto-
col of the NCCLS 23. Essential oils (200 pL) in se-
rial dilutions from 10 to 0.078 mg/mL were
added in each well and then it was added 10 pL
of each microbial inoculum. The microplates
were capped and incubated at 35 °C for 24h.
The negative control was performed with Perio
GARD® (0.12% chlorhexidine) and the positive
control received only the bacterial strain. To
confirm the presence of viable microorganisms
in non-inhibitory concentrations, 50 pL of TCC
dye (2, 3, 5 triphenyl tetrazolium chloride) was
used at 1% and incubated for 30 min in an oven
at 35 °C. The minimum bactericidal concentra-
tion (MBC) was obtained by seeding the con-
tents of the wells of microdilution plates in
Mueller-Hinton Agar aliquots of dilutions corre-
sponding to the immediately preceding and two
MIC. After sowing, the petri dishes were incu-
bated at 37 °C for 24 h. The CBM was consid-
ered the lowest concentration that prevented
visible growth of bacteria or allowed the forma-
tion of up to three colony forming units (CFU).
The results of the antimicrobial testing were ex-
pressed as minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration
(MBO).

Insecticide activity
Biological activity against Pediculus bu-
manus capitis

This trial was approved by the Ethics Com-
mittee in Research involving human beings of
the State University of Ponta Grossa, protocol n°
309.973 (05/08/2014).

Collection, storage and transportation of
Pediculus bumanus capitis

The collection of Pediculus humanus capitis
specimens was performed by the manual scav-
enging method after signing the Informed Con-
sent and Informed (IC) for voluntary individual.
The lice collected were immediately transferred
to a hard crystal plastic container with a capaci-
ty of 100 mL, accommodated together some
hairs of the volunteers themselves, who served
as support for the insects. For transport to the
Human Parasitology laboratory, UEPG, the flask
was buffered with cotton gauze, identified and
packaged in a capped styrofoam box containing
thermo-hygrometer dry bulb and wet bulb. The
temperature of the sealed box was maintained
between 25 and 30 °C and relative humidity
(RH) between 70 and 75%. The transport took
place in a period of 2 h. After verifying the mo-
bility of Pediculus humanus capitis specimens,
these insects at different developmental stages
(adults and nymphs) were separated into groups
of six and transferred with the aid of a entomo-
logical clamp to glass petri dishes Scm in diame-
ter.
Biossay for fumigant activity

This experiment was conducted in an en-
closed camera system, using a Petri dish and its
respective cap, which allowed the formation of
vapors. A drop (60 pL) of the essential oil in this
study was deposited on the glass coverslip.
Three groups of six lice were exposed to the
test with the essential oil, and monitored every
5 min for 1 h. The results were expressed as
mean knockdown time (KTsy) at min. The
knock-down is the inability of the insects to
move in a filter paper. The KTs, is the average
time in which 50% of the lice were immobilized.
This test was performed in triplicate. Through-
out the procedure, temperature values were
kept at 28 + 1 °C and 60 + 5% RH. The negative
control was set up the same way, but without
the application of any substance over the glass
cover slip. As a positive control the essential oil
of Melaleuca alternifolia (Via Pharmaceuticals)
was used 4.
Biossay for repellents

The repellency test was carried out on a fil-
ter paper which was divided into two circular
zones: internal and external. The external zone
was impregnated with 500 pL of the essential oil
of B. milleflora in acetone solution (50 mg/mL),
whereas the inner zone was impregnated only
with acetone. A preliminary test was performed
in which both zones were treated only with ace-



tone, at wich the insects mobility towards the
outer zone was measured (negative control).
Groups of six lice were placed in the inner zone
and the repellency was expressed by the per-
centage of insects that avoided the outer zone
(zone impregnated with essential oil under
study). The experiment was monitored for 1 h
and every 5 min the number of lice found in
each zone was checked. As a positive control
we used the essential oil of citronella (DEG).
The tests were performed in triplicate. The re-
pellency index (RI} was calculated as the per-
centage of insects repelled from the area treated
with the essential oil, from Eq. [5], where Nc is
the average number of lice found in the external
zone of the assay performed only with acetone
(negative control) and Mt is the number of lice
found in the area b to the test or positive con-
trol.

RI = [(Nc - Nt)/Nc¢] x 100 24 (5]

Statistical analyses

Statistics were determined using GraphPad
Prism software (GraphPad Software Incorporat-
ed). Multiple-group comparisons were made us-
ing a one-way analysis of variance followed by
post hoc intergroup comparison by the Tukey
test. p < 0.05 was considered statistically signifi-
cant,

RESULTS AND DISCUSSION

The relative yield weight of fresh material
was 0.6, 0.5, 0.6, and 0.6 % (v/w) to B. milleflo-
ra essential oil in fall, winter, spring and sum-
mer, repectively. Agostini ef al. 5, using the same
method of extraction return a yield of 0.1% for
B. milleflora essential oil. Other species of the
genus Baccharis, as B. articulata and B. oxyo-
donta presented, respectively, yield 0.5 and
0.3% 3.

In general, the major compounds identified
in the B. milleflora essential oil in four seasons
were trans-caryophyllene (7.65 to 13.41%), ger-
macrene-D (6.83 to 11.18%), bicyclogermacrene
(9.99 to 12.89%) and 9-10-dehydro isolongifo-
lene (1.21 to 10.06%). In the study conducted by
Besten et al. 25, the essential oil from cladodes
and inflorescences from male and female speci-
mens of B. milleflora presented high variations
in the chemical components, especially in viridi-
florol contents that varied from 2.11 to 41.48 %,
which was not found in this study. Besten et al.
25 also found high variations in a unidentified
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component labeled 212 (M*)) (0.62 to 11.87 %)
5. Baccharis trimera also presented as major
compound (E)-caryophyllene with a content
ranging from 12 to 21%, germacrene-D (6.3 to
28%) and bicyclogermacrene (12 to 23%) 26,
However, Agostini ef al. 5 analyzed three essen-
tial oil samples from B. milleflora and verified
the presence of distinct major compounds in-
cluding spathulenol (25.3%) and p-pinene
(34.2%). The author attributed the result of the
oil analysis to the presence of chemotypes in B.
milleflora, since the samples were collected in
the same place and time. Zapata el al. 7 found
limonene (9.4%) and thymol (24.04%) as major
compounds in the essential oil of B. latifolia
and B. alala. Sosa et al. 27 analysed the B. salici-
Jfolia essential oil and found (Z)-f-ocimene
(11.03%) and a-phellandrene (9.66%) as the ma-
jority. The major compounds found in the es-
sential oil of Baccharis dracunculifolia DC and
Baccharis uncinella DC, showed levels between
18.76 to 27.45% for a-pinene and 12.96
t014.02% for (E)-nerolidol 28. However, Boix et
al. 22 when analyzing the oil Baccharis dracun-
culifolia found as majority verbenone (10.1%),
myrcene (10.2%), 1.8-cineole (10.4%) and cam-
phor (25.2%).

Many studies have reported the prevalence
of monoterpene and sesquiterpene compounds
in the chemical composition of Beaccharis essen-
tial oils. In our study we found a prevalence of
sesquiterpene compounds, this result is in
agreement with findings in the study by Lago et
al. 3, with the essential oil of female and male
specimens of B. trimera, with a predominance
of 48.5 and 68.6%, respectively. But it was dif-
ferent from that observed in the analysis of es-
sential oil of B. unincella where it was found
the prevalence of monoterpene (55.9%) 5. Ac-
cording to Gobbo & Lopes 3! these variations
may be attributed to several factors such as sea-
sonal, environmental conditions, stress condi-
tions and others.

The antioxidant activity (AA) was determined
by assays with DPPH, fosfomolybdenium,
TBARS, ABTS and are shown in Table 1. The
DPPH is a stable chromophore radical and as
the antioxidant reduces the DPPH electron pair-
ing occurs and the absorptivity disappears 32,
The values of antioxidant activity for the four
seasons studied were similar to each other. Win-
ter showed the best result with an ICs, of 15.45
mg/mL.

Other studies with the essential oil of species
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DPPH Fosfomolybdenum TBARS ABTS
sample 1C50° AAR™ A" IC50°
(pg/mL + SEM) (% + SEM) (% + SEM) (pg/mL + SEM)
Essential oil Fall 16.19 + 0.19 79.81 + 2.30 2591 £ 2.33 4.60 + 0,07
Essential oil Winter 15.45 + 0.52 79.1 £ 0.57 29.06 + 1.47 4.56 + 0.09
Essential oil Spring 16.70 £ 0.46 78.12 £ 2.66 12.60 £ 0.78 3.85 +0.10
Essential oil Summer 21.06 + 0.15 77.9 £ 0.90 14.49 + 0.23 4.37 £ 0.05
BHT - - 26.42 + 2.09 -
Ascorbic acid 6,36 £ 0.03 100 + 0.00 - -
Gallic acid 6.37 £ 0.05 48.600 £ 1.6 - -
Rutin 7.95 £ 0.05 245+ 1.22 - 0.34 + 0.00

Table 1. Antioxidant activity of the Baccharis milleflora essential oil in four seasons.* ICsq: Inhibiting Concentra-
tion, *AAR: Antioxidant activity relative, **IA: Antioxidant activity index in percentage + standard error of the

mean.

belonging to Asteraceae family also showed sig-
nificant antioxidant activity by the DPPH
method as seen with Artemisia berbe-alba with
ICsy values for the isolated compounds B-thu-
jone (8.55 pg/mL), a-thujone (17.96 pg/mL),
thujones (8.24 ng/mL), 1,8-cineole (4.18 pg/mL)
32 In the study by Hedi et al. 33, the values ob-
tained for the standards rutin and ascorbic acid
(7.73 and 6.93 pg/mL) were close to those
found in our study (7.95 and 6.36 pg/mL). The
Scutia buxifolia Reissek essential oil also be-
longing the Asteraceae family presented IC50
value of 13.62 pg/mL by the method of DPPH
3. Extracts obtained from different species as
Baccharis dracunculifolia and Baccharis
trimera had antioxidant activity by DPPH assay,
with ICs; values of 5 and 39 pg/mlL, respectively
3. Through of the test of coupled oxidation of
B-carotene and linoleic acid the antioxidant po-
tential of Baccharis unincella and B. dracun-
culifolia essential oil was confirmed with 65.66
and 52.18% of antioxidant activity 3.

The phosphomolybdenum method measures
total antioxidant capacity and is based on the
reduction of molybdenum (VD) to molybdenum
(V) in the presence of substances with antioxi-
dant capacity 20. For this test it was verified a
significant antioxidant activity with better results
in the fall (79.81%) and winter (79.1%). In this
study we used ascorbic acid as standard giving
it 100% antioxidant activity. The rutin and gallic
acid standards presented an antioxidant activity
of 24.5% and 48.60%, lower values than the ac-
tivity observed with the essential oils from the
four seasons. Paula et al. 37 investigated the an-
tioxidant activity of extracts and fractions of
Dasyphylium tomentosum (Spreng.) Cabrera

(Asteraceae) compared to standard rutin and
found 88.99% and 70.12% of antioxidant activity
for chloroform fraction and to the crude extract,
showing statistically activity similar rutin with
100% AA.

The antioxidant activity can also be evaluat-
ed for the test compound ability to inhibit lipid
peroxidation by quantifying the formed malon-
dialdehyde which reacts with thiobarbituric acid
and generates a derivative which can be mea-
sured spectrophotometrically. In this assay it
was found that the essential oil from the winter
at 1000 ppm showed antioxidant activity of
29.06% which is higher than that obtained with
a standard antioxidant BHT (26.42%). The es-
sential oil from the fall showed an index of an-
tioxidant activity (25.91%) similar to BHT. The
oils from the spring and summer had standard
to lower values. Singh et al. 3% analyzed the
Artemisia scoparia essential oil (Asteraceae) at
200 pg/mL by the thiobarbituric acid reactive
species method and found an antioxidant activi-
ty of 62.7%. The work done by Morais et al. 3
with the Croton zebhntneri and Croton nepetae-

Jolius essential oil to 1000 ppm by the modified

thiobarbituric acid reactive species method
found an antioxidant activity index of 52.33 and
25.92%. The standard used in this study was al-
so the BHT with antioxidant activity index of
27.93% similar to that found by us.

Among the methods most commonly used to
evaluate the antioxidant activity is the ABTS rad-
ical known for the excellent reproducibility un-
der stated conditions and used both to evaluate
the antioxidant activity of lipophilic compounds
as hydrophilic 4. The ABTS radical scavenging
activity of the essential oil was also investigated
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*CIM (mg/mlL) *CBM (mg/mL)
Microorganism
Fall Winter  Spring Summer Fall Winter Spring Summer

E. coli ATCC 10530 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0
S. aureus ATCC 25923 5.0 25 2,5 5.0 10.0 5.0 5.0 10.0
E. faecalis ATCC 29212 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0
P. aeruginosa ATCC 27853 > 10.0 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0 >10.0
C. albicans ATCC 10231 >10.0  >10.0 > 10.0 > 10.0 > 10.0 >10.0 >10.0 >10.0
Chlorhexidine 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2 1,2

Table 2. Antimicrobial activity of essential oils of Baccharis milleflora in four seasons. *CIM (mg/mL): minimum
inhibitory concentration. *CBM (mg/mL): minimum bactericidal concentration.

and are shown in Table 1. The essential oil also
reduced the ABTS radical formation with values
de IC5, of 3.85 + 0.10 to 4.60 + 0,07 for spring
and fall, respectively.

In general it was observed with the assays
employed that the B. milleflora essential oil has
antioxidant activity in the four seasons. Essential
oils are complex mixtures and antioxidant activi-
ty eventually found could be due to the pres-
ence of antioxidants or the synergistic effect be-
tween these compounds. The beneficial effect
of antioxidant compounds is related to their
ability to prevent oxidative damage and thereby
the progression of various diseases. The results
presented here can contribute to the knowledge
of the B. milleflora essential oil antioxidant po-
tential and provide information for future studies.

The values of minimum inhibitory concentra-
tion of the B. milleflora essential oil front of the
strains used in the study are presented in Table 2.

The essential oil showed strong antimicrobial
activity against S. aureus with MIC of 2.5 mg/mL
and CBM of 5 mg/mL in winter and spring. In
the fall and summer it was also observed antimi-
crobial activity against S. aureus with MIC of 5.0
mg/ mL and CBM of 10.0 mg/mL. However,
there was no antimicrobial activity with other
microorganisms used in the study. According
Goren et al. 1! and Claeson ef al. 12 the antibac-
terial activity against S. aureus can be attributed
to the presence of hydrocarbon sesquiterpenes,
since S. aureus is more sensitive to essential oil
than E. coli and C. albicans. Parreira et al. 43 an-
alyzed the antimicrobial activity of B. dracun-
culifolia essential oil and also found no activity
on yeast belonging to the candida genus. Zapata
et al. 7 studied the antimicrobial activity of Bac-
charis latifolia essential oil against Candida
parapsilosis, Candida krusei, Aspergillus flavus,
Aspergillus fumigatus by broth microdilution

Repellency Fumigant
Essential IR activityoil of
oil of (%) KT50 + SD
+ SD (min)
Baccharis milleflora  80.65* £ 6.69  10.63 + 2.68
Cymbopogon nardus  36.39 + 21.00 —
Melaleuca alternifolia - 22,10 = 3.40

Table 3. Fumigant and repellent activities of the pool
of essential oils from Baccharis milleflora and con-
trols.* teste t: resultados estatisticamente diferentes (p
< 0.0001).

and found moderate activity against A. fumiga-
tus with MIC 157,4 pg/mL but found no activity
with the other strains tested. Through the agar
disk diffusion test it was proven antimicrobial
activity of Baccharis trinervis against Candide
albicans with CIM of 2.8 pg/mL 8. Ferronatto et
al. 36 found antimicrobial activity in the Baccha-
ris dracunculifolia and Baccharis uncinella es-
sential oil by paper diffusion disc. These essen-
tial oil showed halos of inhibition against £s-
cherichia coli (7.32 to 13.05 mm), Staphylococ-
cus aureus (14.63 to 14.68 mm) and Pseu-
domonas aeruginosa (7.32 to 8.32 mm).

The results of fumigant and repellent activity
are presented in Table 3. B. milleflora essential
oil presented relevant repellent activity front to
Pediculus humanus capitis, with RI 80.65 =
6.69%. This value was two times higher than the
IR 30.39 + 21.00 % obtained with citronella es-
sential oil used as positive control. Toloza ef al.
24 when analyzing the fumigant and repellent
properties of essential oil of species belonging
to different families against Pediculus humanus
capitis, found an RI of 75.50 + 11.60% for the
Mentha pulegium L. essential oil and an IR of
72.26 £ 11.16% for piperonal used as positive
control. Sosa et al. 27 demonstrated repellent ac-
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tivity after intake Baccharis salicifolia essential
oil for insect popularly known as aphid of the
peach (Myzus persicae). As demonstrated in
Table 3, the essential oil of B. milleflora showed
high fumigant activity against head lice with KT
50 values less than Melaleuca alternifolia essen-
tial oil used as standard.

Several products are used for control of
Pediculus bumanus capitis, however, many are
obtained from synthetic insecticides causing tox-
ic effects primarily in children. Additionally they
can induce resistance and it becomes necessary
to increase the dosage to achieve the desired ef-
fect #. Through this study it was observed for
the first time fumigant and repellent activity of
the B. milleflora essential oil suggesting the de-
velopment of formulations containing the B.
milleflora essential oil in topical products for
treatment of pediculosis.

CONCLUSION

This is the first study reporting biological ac-
tivities of the Baccharis milleflora essential oil.
The major constituents identified in the four sea-
sons of the year were the same: trans-caryophyl-
lene (7.65-13.41%), germacrene-D (6.83-11.18%),
bicyclogermacrene (9.99-12.89%), with small
variations in the contents. The essential oils ob-
tained from the different seasons showed an-
tioxidant activity by the four methods utilized.
The antimicrobial activity was observed only
against S. aureus. The essential oil showed
strong insecticidal activity becoming a safe, effi-
cient and accessible alternative to the popula-
tion for the treatment of Pediculus humanus
capitis.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The aim of this study was to investigate the cytotoxic activity of the essential oil from cladodes of Bacharis
Baccharis milleflora milleflora in relation to Jurkat, Raji and HL-60 cells, as well as exploring the cell mechanisms in order to
GC-MS

elucidate how the cytotoxic process occurs. The presence of the following volatile compounds was detected by
GC-MS: bicyclogermacrene (12.16%), germacrene D (11.18%), (E)-caryophyllene (9.28%), and a-humulene
(8.05%). In general, ICs, values lower than 50 pg/mL were obtained for all the tumor cells at 24, 48 and 72 h by
MTT assay. The decrease in cell DNA content was demonstrated due to the inhibition of the proliferation of
Jurkat, Raji and HL-60 cells by B. milleflora essential oil. In particular, Raji cells presented the greatest inhibition
of cell proliferation and they were subsequently used to investigate cell death mechanisms. B. milleflora essential
oil promoted GO/G1 arrest and also induced cell fragmentation, which was represented by an increase in the sub-
GO population, indicating cell death induced by apoptosis. The selectivity index was 3.97. Necrotic cell death,
coupled with low levels of apoptotic cell death, was observed by conventional EB/AO and Hoechst 33342
staining assays, demonstrating that this essential oil acts via both necrotic and apoptotic mechanisms.

Antitumoral agent
Cytotoxic activity

1. Introduction

Baccharis L. (Asteraceae) comprises about 500 species, which are
widely distributed from the United States to Argentina (Giuliano,
2001). Baccharis milleflora (Less.) DC. is a perennial shrub that is found
in southeast and southern Brazil, where it is popularly known as
“carqueja” and “carqueja-do-lajeado” (Heiden et al., 2009). It presents
a ligneous central axis stem measuring 1 to 1.5 m in height and has a
three-winged stem. The wings are flat and have an interruption in
length measuring from 0.3-0.5 cm wide. In the morphological study,
the wing of cladodes of B. milleflora showed actinocytic and anomocytic
stomata located above the other epidermal cells, simple uniseriate
flagelliform non-glandular trichomes, biseriate glandular trichomes and
secretory ducts containing essential oil (Pereira et al., 2014). The
cladodes are typically used in folk medicine for diuretic and anti-
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inflammatory purposes and also for treating gastrointestinal disorders
(Heiden et al., 2009). Two previous studies of the essential oil of B.
milleflora found differences in the major components, including p-
pinene and spathulenol (Agostini et al., 2005) and y-gurjunene, a-
selinene and S-caryophyllene (Simoes-Pires et al., 2005) as the main
volatile compounds.

The literature contains some studies that have investigated the
cytotoxic properties of Baccharis for several isolated components.
Squalene of Baccharis spp. showed antitumoral activity (Lavie and
Glotter, 1971). Baccharin, a trichothecene from B. megapotamica, was
effective against leukemic cells implanted in rats. Macrocyclic tri-
chothecenes of B. coridifolia demonstrated activity regarding KB cells
of human nasopharyngeal carcinoma (Kupchan et al., 1976, 1977).
Gaudichaudols, gaudichaudone, articulin acetate, apigenin, hispidulin,
spathulenol, and ursolic acid from B. gaudichaudiana presented cyto-
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toxic activity on cells of lymphocytic leukemia P-388, as well as in other
human cell lines (Fullas et al., 1994). Banskota et al. (1998) showed
that pure compounds isolated from different species of Baccharis
exerted strong cytotoxic activity on HT-1080 cells of human fibrosar-
coma and 26-L5 cells of colon carcinoma of mice.

Monoterpene phenols and sesquiterpene alcohols isolated from the
leaves of B. dracunculifolia potently inhibited the growth of leukemia
cells (L. 1210) (Fukuda et al., 2006). Ursolic acid isolated from B.
dracunculifolia was cytotoxic for the human cancer cell lines UACC-62
(melanoma), MCF-7 (breast) and TK-10 (renal) (Johann et al., 2012).
Oliveira et al. (2014) demonstrated the antiproliferative activity of the
major compounds artepillin C and baccharin from B. dracunculifolia in
different tumor cell lines. These studies increased interest in exploring
the cytotoxic effects in relation to tumor cells from other species of
Baccharis, with the purpose of improving therapeutic opportunities
regarding cancer. However, to the best of our knowledge, no previous
paper has investigated the cytotoxicity of B. milleflora.

There are very few existing studies regarding the cytotoxic potential
of Baccharis essential oils. There has been a recent increase in interest
regarding the use of Baccharis essential oil due to its high yield, its
practical extraction by hydrodistillation, the rapid identification of
volatiles by GC/MS, and its remarkable pharmacological potential.
Bifalo et al. (2010) compared the cytotoxic action of B. dracunculifolia,
propolis and two isolated compounds (caffeic and cinnamic acids) on
human laryngeal epidermoid carcinoma (HEp-2) cells in vitro. Lower
concentrations of B. dracunculifolia (extract and essential oil), propolis,
as well as caffeic and cinnamic acids, showed no cytotoxic activity
regarding HEp-2 cells. On the other hand, higher concentrations (50
and 100 pg per 100 pL) provided a suitable cytotoxic effect.

In an effort to expand knowledge about B. milleflora and its potential
use, our research group performed an initial morpho-anatomical study
using its cladodes, in which the presence of essential oil in glandular
trichomes and secretory ducts was observed (Pereira et al., 2014).
Therefore, taking into account a previous study that demonstrated the
cytotoxic effect of a Baccharis essential oil (Bifalo et al., 2010) and
another study that detected the presence of essential oil in cladodes of
B. milleflora (Pereira et al., 2014), this study investigated the cytotoxic
activity of essential oil from cladodes of B. milleflora in relation to
Jurkat, Raji and HL-60 cells. Furthermore, a comprehensive investiga-
tion was performed by exploring several cell mechanisms in order to
elucidate how the cytotoxic process can occur.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

Baccharis milleflora (Less.) DC. was collected in the city of Ponta
Grossa, Parana, Brazil (coordinates 25° 5 23”S and 50° 6’ 23”W) in
2013. The species was identified by the voucher Nos. 192141 and
388373 and stored at the Herbaria of the Institute of Natural Sciences
(Federal University of Rio Grande do Sul) and Municipal Botanical
Museum of Curitiba, respectively.

2.2. Extraction of essential oil and GC-MS analysis

The cladodes of B. milleflora were air-dried and then distilled using a
Clevenger type apparatus for 6 h. The essential oil was stored in glass
vials with Teflon-sealed caps at 4 + 0.5 °C in the absence of light until
used. The identification of the volatile constituents was performed
using a Hewlett-Packard 6890 gas chromatograph, equipped with a
Hewlett- Packard 5975 mass selective detector and HP-5 capillary
column (30 m x 0.25mm X 0.25 pm). GC-MS was carried out using
split/splitless injection, with the injector set at 220 °C, the column set at
60 °C, with heating ramp of 3 °C/min (final temperature: 240 °C), and
the detector set at 250 °C. Helium was used as the carrier gas at 1 mL/
min. The GC-MS electron ionization system was set at 70eV.
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Quantitative analysis was carried out using a Hewlett-Packard 5890
gas chromatograph equipped with a flame ionization detector under the
same conditions as previously described. A sample of each essential oil
was dissolved in ethyl acetate (20 mg/mL) for the analysis. The
retention indices (RI) were determined by the injection of hydrocarbon
standards and essential oil samples in the same conditions. The
components of the oils were identified by comparison with data from
the literature (Adams, 2007) and the profiles from the mass spectra
libraries (NIST-11). The GC-FID quantification was performed using a
GC-FID chromatograph and was expressed as the mean from three
samples of extracted essential oil.

2.3. Samples for cell culture tests

The previously obtained essential oil from cladodes of B. milleflora
was used for the cell culture protocols. A stock solution (300 mg/mL)
was prepared with propylene glycol and ethyl alcohol (1:4) as
solubilizing procedure (Virador et al.,, 1999). Prior to the cell experi-
ments, this sample was diluted to final concentrations of 3, 10, 15, 30,
60, 100, 200, and 300 pg/mL (Sylvestre et al., 2006; Cardile et al.,
2009) using culture medium.

2.4. Cells and cell cultures

Jurkat (T leukemia cells), HL-60 (promyelocytic leukemia cells) and
Raji (lymphoblastoid cells derived from a Burkitt lymphoma) cells were
obtained from the Cell Bank of Rio de Janeiro (Rio de Janeiro, Brazil),
American Type Culture Collection, and the Cell Bank of Dunn School of
Pathology (Oxford, UK), respectively. All the cultures were maintained
in RPMI-1640 medium. This medium was supplemented with 10% fetal
bovine serum (FBS) containing 10,000 units penicillin, and 10 mg
streptomycin per mL. 2 mg/mL sodium bicarbonate and 2 mM gluta-
mine. The cultures were maintained at 37 °C in a humidified 5% CO,
incubator. These cells were subcultured every 3-4 days. The viability of
the cells exceeded 95%, as determined by the trypan blue (0.5% trypan
blue solution) dye exclusion method.

2.5. In vitro cytotoxicity tests

2.5.1. MTT assay

The cytotoxicity was assessed using the MTT [3-(4,5-dimethylthia-
zol-2-y1)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] assay for investigating
changes in mitochondrial/non-mitochondrial dehydrogenase activity
(Mosmann, 1983). In brief, cell lines (Jurkat, HL-60 or Raji,
1 x 10° cells/mL) were seeded on 24-well plates and cultured in RPMI
1640 containing 10% FBS at 37 °C and 5% CO, for 24 h. The essential
oil, in different concentrations (3, 10, 30, 100, and 300 pg/mL), was
then added. Exposure periods of 24, 48 and 72h were chosen to
determine the in vitro cytotoxicity. After incubation, the supernatant
was removed and 0.5 mg/mL of MTT solution was added to each well
30 min prior to the end of the experiment. Water-insoluble dark blue
formazan crystals formed in viable cells were solubilized in DMSO and
the absorbance was measured at 550 nm using a Biotek pQuant
microplate reader. Cell survival was determined by comparing the
absorbance values obtained for the treated and untreated cells. The
cytotoxicity was expressed as the concentration of sample that inhibited
50% of cell growth (ICsy) and was calculated by Finney's probit analysis
method.

2.5.2. Analysis of cell DNA content

2.5.2.1. Diphenylamine solution (DPA). The effect of the essential oil on
cell proliferation activity was determined by measuring the DNA
content. Jurkat, HL-60 and Raji cells were seeded (1.5 x 10° cells/
mL) on 24-well plates (Sellitti et al., 2001). After 24 h, different
concentrations of essential oil (3, 10, 30 and 100 pg/mL) were added,
and the plates were maintained at 37 °C in a humidified 5% CO,



C.B. Pereira et al.

incubator for 48 h. After 48 h of culture, the cell suspension was placed
in 2 mL tubes and centrifuged at 550¢ for 10 min at room temperature.
The supernatant was removed and 0.5 mL of DPA was added to the
precipitate. This was incubated for 24 h and the absorbance was
recorded at 575 nm. The DPA solution consisted of deionized water
(8 mL), 1% acetaldehyde (0.1 mL) and 20 mL of stock solution (1 g
diphenylamine, 90 mL glacial acetic acid and 2 mL sulfuric acid). The
cytotoxicity was expressed as percentage of DNA content.

2.5.2.2. Propidium iodide (PI). The content analysis of DNA was
performed using a modified propidium iodide (PI) assay (Dengler
et al., 1995). Jurkat, HL-60 and Raji cells were seeded (1 x 10° cells/
mL) on 24-well plates. After 24 h, different concentrations of essential
0il (3, 10, 30 and 100 pg/mL) were added. After 72 h, aliquots of 50 pL,
corresponding to a cell concentration of 4 x 10" cells/mL, were
transferred to a black 96-well plate. Then, 150 pL of a solution
containing 100 pg/mL PI, 0.2% (v/v) Triton X-100 and 0.2% (v/v)
sodium citrate was added. After an incubation period of 24 h at room
temperature, the fluorescence (FU) was measured using a CytofluorH
4000 microplate reader (excitation at 525 nm and emission at 617 nm)
to quantify the amount of attached viable cells.

2.5.3. Cell cycle assay

The protocol was based on Crissman and Steinkamp (1973) and
Krishan (1975). Suspensions of Raji cells (5 x 10° cells/mL) were
seeded on 24-well plates and cultured in RPMI 1640 containing 10%
FBS at 37 °C and 5% CO, for 24 h. The cells were treated with 15, 30
and 60 pg/mL of B. milleflora essential oil for 24 h. The cell suspensions
were centrifuged at 300g for 7 min. The pellets were washed with PBS
buffer (1 mL), centrifuged, resuspended in PBS buffer (150 uL) and
homogenized. The cells were then fixed in 70% ethanol in PBS (final
volume of 1350 pL) for 30 min at 4°C and centrifuged at 300g for
7 min. The pellets were resuspended in PBS buffer (1 mL), centrifuged
and resuspended again in 200 pL of PSSI buffer (1.4 pL of 1%Triton X-
100; 20 pL of 20 mg/mL RNAse; 60 pL of 2 mg/mL propidium iodide
and 8.520 pL of PBS). Each sample was incubated for 15 min at 37 “C
and analyzed by flow cytometer using FL2-H channel. The results were
processed using CellQuest software at 10,000 events per sample, which
provided the percentage of cells in the different cell cycle phases.

2.5.4. Conventional ethidium bromide (EB)/acridine orange (AO) staining

Raji cells were seeded (1 x 10° cells/mL) on 24-well plates. After
24 h, the cells were treated with B. milleflora essential oil at 60 pug/mL,
40 nM vincristine and 20 uM chlorambucil for 24 h. After treatment,
the cell suspensions (1 mL) were centrifuged at 220 g for 5 min. The
pellets were resuspended with PBS buffer (25 pL) and EB/AO dye mix
(2 pL) was added. The dye mix for EB/AO staining was 200 pg/mL
ethidium bromide and 200 pg/mL acridine orange in PBS. The stained
cell suspensions (10 pL) were placed on a clean microscope slide and
covered with a coverslip. The staining was visualized using a fluores-
cence optical microscope with excitation at 480/30 nm and emission at
535/40 nm. The apoptotic and necrotic cell detection were evaluated
by morphological examination of core shape, color of cells and
chromatin, as described by Ribble et al. (2005). The orange dye
(acridine) penetrates living and dead cells and emittes fluorescence.
Viable cells show a normal nucleus and green color; apoptotic cells in
early stages present both bright green and orange areas in the nucleus,
which are related to the partial loss of membrane integrity; and necrotic
cells reveal a uniform orange nucleus due to a total loss of membrane
integrity. The cells were viewed and counted at 200 x magnification
with an excitation filter of 480/30 nm.

2.5.5. Hoechst 33342

In order to detect chromatin condensation, the Raji cells were
seeded (1 x 10° cells/mL) on 24-well plates. After 24 h, the cells were
treated with 60 pg/mL B. milleflora essential oil, 40 nM vincristine and
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20 yM chlorambucil for 24 h. After treatment, the cell suspensions
(1 mL) were centrifuged at 220g for 5 min. The pellets were washed
with cold PBS buffer (0.5 mL) and centrifuged again at 220g for 5 min.
The pellet was then stained in 20 pL of 0.5 pg/mL Hoechst 33342
solution. The cells were incubated in the dark for 10 min. Changes in
the nuclei were observed with a fluorescence optical microscope at
200 x magnification using a DAPI filter at 460-490 nm. Hoechst 33342
stain was used to distinguish the compact chromatin of the apoptotic
nuclei, which exhibited a high level of fluorescence compared to the
control cells.

2.5.6. Selectivity index test

The selectivity of B. milleflora essential oil was calculated by
comparing its ICs, values with a normal cell line (human lymphocytes)
and a Raji cell line, where ICs, is the concentration required to kill 50%
of the cell population that was obtained by Finney's probit analysis
(Badisa et al., 2009).

2.5.6.1. Extraction and viability of human lymphocytes. This protocol
was previously approved by the Ethics Committee of the State
University of Ponta Grossa (Protocol number 1.026.524/2015).
Peripheral blood samples were collected from healthy, non-smoking
male volunteers who had fasted for 12h. Mononuclear cells
(lymphocytes and monocytes) were separated with Histopaque®
reagent 1077 in accordance with the manufacturer's instructions. The
layer of mononuclear cells was removed and washed twice with PBS.
The cells were resuspended in RPMI 1640 (pH7.4) culture
supplemented with 10% FBS, 10,000 U/mL penicillin, 10 mg/mL
streptomycin, 2 mg/mL sodium bicarbonate and 2 mM glutamine,
seeded in culture bottles and then incubated at 37 °C. After 2h of
culture, the lymphocytes present in the supernatant were separated
from the monocytes and resuspended in RPMI 1640 culture medium
(5mL) buffered with 24 mM sodium bicarbonate, 10% FBS and
antibiotics (10,000 U/mL penicillin and 10 mg/mL streptomycin).
These lymphocytes were seeded (2 x 10° cells/mL) on 24-well plates.
After 24 h, the cells were treated with 3, 10, 30, 100, and 200 pug/mL of
B. milleflora essential oil, 40 uM vincristine, 20 pM chlorambucil and
incubated at 37 °C in a humidified 5% CO, incubator for 48 h. The cell
viability was determined by cell counting in a Newbauer chamber using
trypan blue and by the MTT assay, as described in Section 2.5.1.

2.6. Statistical analysis

The statistical analysis was performed by ANOVA and Tukey's post-
hoc test. The results were expressed as mean *+ standard error of mean
(SEM) from three independent biological replicates. A value of
p < 0.05 was considered indicative of significance. All the tests were
carried out using Graph Pad Prism 5.01 software.

3. Results
3.1. B. milleflora essential oil yield and GC-MS analysis

The chemical composition of B. milleflora essential oil is summarized
in Table 1. This sample provided a mean yield of 0.6%, a higher value
than found in a previous study which obtained 0.1% for the same
species (Agostini et al.,, 2005). B. milleflora essential oil is mainly
composed of sesquiterpene hydrocarbons and a mixture of monoter-
pene hydrocarbons and oxygenated sesquiterpenes. The major com-
pounds are bicyclogermacrene (12.16%), germacrene D (11.18%), (E)-
caryophyllene (9.28%), and a-humulene (a-caryophyllene) (8.05%).

3.2. In vitro cytotoxicity tests

3.2.1. MTT assay
In order to explore whether the B. milleflora essential oil had an



C.B. Pereira et al.

Table 1
Chemical composition of B. milleflora essential oil.

Volatile compound Rl . Rlcqe Peak area Identification
(%)
B-Phellandrene 1025 1028  0.64 RI, MS
(E)-ocimene 1044 1046 0.17 RI, MS
a-Copaene 1374 1375 0.33 RI, MS
B-Elemene 1389 1392 0.35 RI, MS
a-Gurjunene 1409 1409 0.63 RI, MS
(E)-caryophyllene 1417 1419 9.28 RI, MS
Aromadendrene 1439 1438 1.51 RI, MS
a-Humulene (a-caryophyllene) 1452 1453 8.05 RI, MS
(E)-B-farnesene 1454 1458 2.62 RI, MS
allo-aromadendrene 1458 1460 0.53 RI, MS
y-Muurolene 1478 1477 1.24 RI, MS
Germacrene D 1484 1481 11.18 RI, MS
[-selinene 1489 1483 1.68 RI, MS
Valencene 1496 1491 0.43 RI, MS
Bicyclogermacrene 1500 1497 12.16 RI, MS
a-Muurolene 1500 1500 0.80 RI, MS
B-Bisabolene 1505 1509 4.09 RI, MS
y-Cadinene 1513 1514 0.57 RI, MS
(Z)-y-bisabolene 1514 1515 0.44 RI, MS
8-Cadinene 1522 1524 4.31 RI, MS
9,10-Dehydro-isolongifolene” - 1577 1.21 RI, MS
(Z)-Cadin-4-em-7-ol 1635 1633 1.54 RI, MS
ar-Turmerone 1668 1667 1.91 RI, MS
1-Acetyl-4, 6, 8-trimethylazulene® - 1733 3.22 RI, MS
4-Alpha-methyl-3,4,4a,9,10a- - 1737 1.39 RI, MS
hexahydro-1(2'H)-]-2-one"
Compounds identified 70.28
Monoterpene hydrocarbons 0,81
Oxygenated monoterpenes -
Sesquiterpene hydrocarbons 61.41
Oxygenated sesquiterpenes 8.06

RI lit.: literature retention index (Adams, 2007); RI calc.: calculated retention index; MS:
mass spectroscopy.

? Identified by the mass spectrum with the Nist-11library and no Adams' retention
index is available.

Table 2
Cytotoxicity of B. milleflora essential oil by MTT assay in relation to tumor cell lines after
24, 48 and 72 h.

Cell line 1G5 (pg/mL)

24h 48 h 72h
Jurkat 42,91 + 16.02 35.05 = 6.81 36.34 = 15.71
HL-60 23.06 *+ 6.98 23.22 + 12.69 2213 = 11.95
Raji 39.15 + 12.71 26.22 + 11.45 20.07 = 10.46

ICsq: concentration that reduces mitochondrial activity by 50%. The results are shown as
mean *= SEM from three independent biological replicates (n = 8 per experiment).

effect on the tumor cell lines, cell viability experiments were performed
in relation to Jurkat, HL-60 and Raji cells and the results, expressed as
ICs0, are shown in Table 2. In general, ICs, values lower than 50 pg/mL
were obtained for all the tumor cells at 24, 48, 72 h by MTT assay.

3.2.2. Analysis of cell DNA content

3.2.2.1. Diphenylamine solution (DPA). The effect of B. milleflora
essential oil on DNA content in relation to Jurkat, HL-60 and Raji
cells using DPA solution is shown in Fig. 1. This volatile oil at 3 and
10 pg/mL showed no significant difference compared to the control.
However, a significant decrease was achieved (p < 0.05) when B.
milleflora essential oil was compared to the control at 30 and 100 pg/mL
on the DNA content in relation to Jurkat, HL-60 and Raji cells. This
result demonstrates that B. milleflora essential oil was able to inhibit the
proliferation of cancer cells by affecting the DNA content.

3.2.2.2. Propidium iodide (PI). Considering this previous result, a more
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sensitive test for studying DNA content was also performed using PI in
order to confirm if lower concentrations of volatile oil could damage
the DNA, leading to cell cytotoxicity. In this experiment, B. milleflora
essential oil was investigated in terms of the proliferation of Jurkat, HL-
60 and Raji tumor cells, and these results are shown in Table 3. A
significant reduction in DNA content was observed even at the lowest
concentration of 3 ug/mL for Jurkat and Raji cells when compared to
the control. At 10 pg/mL and higher concentrations, B. milleflora
essential oil produced a significant decrease in DNA content for all
the tumor cell lines tested using PI.

3.2.3. Cell cycle assay

Table 4 shows the effect of B. milleflora essential oil at 15, 30, and
60 pg/mL on the cell cycle progression of Raji cells. At 60 pg/mL,
statistically significant results were observed for B. milleflora essential
oil after 24 h. At this concentration, G0/G1 arrest was induced with a
concomitant decrease in the number of cells in the S and G2/M phases.
In particular, these effects were not observed at 15 and 30 pg/mL. B.
milleflora essential oil at 60 pg/mL also induced cell fragmentation,
which was represented by an increase in the sub-GO population.

3.2.4. Conventional EB/AO and Hoechst 33342 staining

In order to provide better information regarding Raji cell death,
conventional EB/AO (Fig. 2A-2D) and Hoechst 33342 (Fig. 2E-2H)
staining were performed to investigate the effect of B. milleflora
essential oil at 60 ug/mL on promoting apoptosis and/or necrosis of
the tumor cell line in comparison to the negative and positive controls
(vincristine and chlorambucil). For the negative control, viable cells
with normal nucleus staining, represented by green chromatin, were
observed (Fig. 2A). Raji cells treated with 60 pg/mL of B. milleflora
essential oil (Fig. 2B) showed a decrease in the viable cell number and
an increase in apoptotic and necrotic cells compared to the control. In
the presence of vineristine (Fig. 2C), which has been previously linked
to the inhibition of microtubule formation in mitotic spindle, leading to
cell death by apoptosis (Mukhtar et al., 2014), few viable cells and a
high number of apoptotic cells, which showed as condensed or
fragmented chromatin with green or orange staining, were recorded.
Chlorambucil, an alkylating agent that interferes with DNA replication
and mitochondrial function and induces cellular apoptosis and necrosis
(Mourtada et al., 2013), presented a higher number of necrotic cells,
which exhibited normal nucleus staining with orange chromatin
(Fig. 2D). Regarding the cell count results in triplicate (Table 5),
differences in live cells were observed between treatments with B.
milleflora essential oil, vincristine and chlorambucil compared with the
negative control (p < 0.001). These data demonstrate the cytotoxic
effect of B. milleflora essential oil compared with the control group.
However, vincristine and chlorambucil showed a significantly higher
level of cytotoxicity (p < 0.001) than this essential oil. Considering
each treatment, a significant number of apoptotic cells (p < 0.001)
was detected for vincristine, which was expected. Chlorambucil showed
a statistically significant predominance (p < 0.001) of necrotic cells.
B. milleflora essential oil led to a significant increase in apoptotic and
necrotic cells (p < 0.001) compared with the control, with a higher
count of necrotic cells. The results obtained from the Hoechst 33342
staining assay showed cells in apoptosis, with morphological changes in
the nucleus and chromatin condensation (Fig. 2E-2H), which exhibited
high fluorescence compared to control cells (Fig. 2E). Thus, these data
reinforce the fact that B. milleflora essential oil acts via both necrotic
and apoptotic mechanisms.

3.2.5. Selectivity index test

A suitable anti-cancer drug must produce a cytotoxic effect on
cancer cells at a low concentration and at the same time it must not
affect, or be harmful to, normal cells. Consequently, a further experi-
ment was carried out using human lymphocytes in order to evaluate the
lack of cytotoxicity of B. milleflora essential oil at different concentra-
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Fig. 1. Determination of cell proliferation using diphenylamine solution (DPA) by measuring the DNA content of Jurkat (A), HL60 (B) and Raji (C) cells treated with B. milleflora essential
0il (3, 10, 30 and 100 pg/mL) and control for 48 h. The results are shown as mean = SEM from three independent biological replicates (n = 4 per experiment). The symbol * represents a
value of p < 0,05, which was considered significant when compared to the control.

Table 3
Determination of cell proliferation using propidium iodide (PI) by measuring the DNA content of Jurkat, HL-60 and Raji cells treated with B. milleflora essential oil (3, 10, 30 and 100 pg/
mL) and control for 72 h.

Cell line Control B. milleflora essential oil (ug/mL)

3 10 30 100
Jurkat 100.00 93.35 = 1.98*% 75.67 = 1.27* 31.89 = 0.85* 15.31 = 0.22*
HL-60 100.00 95.57 = 2.28 74.48 = 2.15* 24.33 = 1.65* 26.65 = 1.91*
Raji 100.00 90.59 = 2.20* 68.35 = 1.50* 19.89 + 0.95* 14.60 = 0.55*

The results are shown as mean + SEM from three independent biological replicates (n = 12 per experiment). The symbol * represent a value of p < 0.05, which was considered to be
highly significant compared to the control (100%).

Table 4
Distribution of Raji cells in cell cycle after treatment with B. milleflora essential oil (15, 30, 60 ug/mL).

Treatment pg/mL Cell cycle distribution (%)
Sub GO G0/G1 S G2/M
Control - 14.83 = 0.65 48.02 = 0.63 18.20 = 0.53 33.78 + 0.63
Essential oil 15 12.22 = 0.50 48.87 = 0.38 16.52 = 0.90 34.61 + 0.84
30 11.64 = 0.59 47.53 = 0.95 17,15 = 0.36 35.32 *+ 0.26
60 26.48 + 0.60 64.14 + 0.26 15.45 + 0.43 20.41 + 0.29

RPMI medium was used as negative control. The results are expressed as mean * SEM from six independent biological replicates (n = 10,000 events per sample). The percentage of cells
distributed in the cell cycle do not include the sub-GO phase and correspond to 100%.

* Statistical differences (p < 0.05) when one-way ANOVA followed by Tukey's post-hoc test was applied in relation to the control during 24 h of the treatment.

# Sub-GO represents the percentage of cells with fragmented DNA in relation to the total events analyzed (20,000 events).

tions (3-200 pg/mL) in relation to normal cells. The results showed no achieved when B. milleflora essential oil at 100 pug/mL was assayed. On
cytotoxicity of B. milleflora essential oil at 3, 10 and 30 pg/mL. An the other hand, B. millefiora essential oil at 200 pg/mL led to a very low
intermediate viability of human lymphocytes (51.39 = 6.12%) was viability (3.96 * 2.05%) of human lymphocytes. Regarding these

Fig. 2. Images of Raji cells observed by fluorescence microscopy after 24 h treatment. Conventional EB/AO staining (A-D); Hoechst 33342 staining (E-H). A; E: negative control (RPMI
broth); B; F: B. milleflora essential oil (60 ug/mL); C; G: vincristine (40 nmol/L) and D; H: chlorambucil (20 pmol/L). Images are representative of results obtained from three independent
biological replicates (n = 6 blades per sample).
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Table 5
Scores of live, necrotic, and apoptosis Raji cells for negative control and treatments after
conventional EB/AO staining.

Cell type  Control B. milleflora essential Vincristine Chlorambucil
(RPMI broth) oil (40 nmol/L) (20 pmol/L)
(60 pg/mL)
Live 92 + 42 44 + 5170 3+ 32%% 0+ 1.3%
Apoptotic 4 = 2.5*® 19 = 3.208 89 + 35%% 40 = 4.49P
Necrotic 4 = 4.2%F 37 = 2774 8 + 28" 60 = 4.1°C

The values represent the mean % SD from three independent biological replicates
(n = 100 cells per sample). Different lowercase letters indicate significant statistical
difference (p < 0.05) between different treatments between the antitumor agents and
the control group. Different uppercase letters represent significant statistical difference
(p < 0.05) between cell morphology with the same antitumor agent or the control
group.

Table 6
ICsy of B. milleflora essential oil in relation to Raji cells (malignant cell) and human
lymphocytes (non-malignant cell) and selectivity index (SI).

Cell line ICsq (pg/mL) SI
Raji cells 26,22 + 7.45 3.97
Human lymphocytes 104.03 *+ 9.39

Values represent mean + SEM from three independent biological replicates (n = 8 per
experiment).

data, a selectivity index (SI) of 3.97 was calculated for B. milleflora
essential oil (Table 6).

4. Discussion

Two studies have previously reported on the chemical composition
of B. milleflora essential oil. Simes-Pires et al. (2005) assessed a sample
collected in southern Brazil and found mainly sesquiterpenes such as y-
gurjunene, a-selinene, and S-caryophyllene. Agostini et al. (2005)
evaluated three samples collected in the same region; spathulenol was
the major compound in two of them (16.2% and 25.3%) and S-pinene
was the main component in the third sample (34.2%). These samples
contained high percentages of oxygenated sesquiterpenes (25.3% and
28.2%) and monoterpene hydrocarbons (38.4%), respectively. How-
ever, low concentrations of monoterpene hydrocarbons (0.81%) and
oxygenated sesquiterpenes (8.06%) were observed in this study, even
though collection occurred in the same region and during the same
season. In addition, various volatile compounds that had not been
reported in previous studies (Simoes-Pires et al., 2005; Agostini et al.,
2005) were identified, such as valencene (0.43%), 9,10-dehydro-
isolongifolene (1.21%), 4-alpha-methyl-3,4,4a,9,10a-hexahydro-
1(2’H)-phenanthren]-2-one (1.39%), ar-turmerone (1.91%), (E)-B-far-
nesene (2.62%), 1-acetyl-4, 6, 8-trimethylazulene (3.22%), and f-
bisabolene (4.09%). Moreover, the distinct chemical composition found
in the present study, compared to other studies in the literature, can be
explained by the presence of different chemotypes in B. milleflora
(Agostini et al., 2005). These differences in composition reinforce the
importance of sample characterization by GC/MS in order to find
correlations between chemical composition and cytotoxic effect.

MTT reduction is usually performed to study mitochondrial/non-
mitochondrial dehydrogenase activity as a cytotoxic test for a variety of
chemical compounds. B. milleflora essential oil is potentially effective in
changing the enzymatic activity of mitochondria and initiating pre-
liminary injury that leads to cell death. Furthermore, it has also been
reported that essential oils can cause damage in the mitochondrial
membrane since they provoke the depolarization of mitochondrial
membranes by decreasing membrane potential (Doll-Boscardin et al.,
2012) and they also alter the fluidity of membranes, which become
abnormally permeable. These additional mechanisms reported in rela-
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tion to essential oils may have also contributed to the cytotoxic effect of
B. milleflora essential oil.

As described in a previous paper (Sylvestre et al., 2006) which
investigated the cytotoxic effects of essential oils, IC5y values between
10 and 50 pg/mL represent a strong cytotoxic activity. Moreover, ICsq
values between 50-100, 100-200, and 200-300 pg/mL indicate mod-
erate, weak, and very weak cytotoxic properties, respectively. Further-
more ICso values higher than 300 pg/mL represent no cytotoxicity.
Taking this into account, the results of the present study showed that B.
milleflora essential oil demonstrated strong cytotoxicity in relation to
Jurkat, HL-60 and Raji cells.

In addition, Suffness and Pezzuto (1990) proposed that ICs values
lower than 30 pg/mL in testing regarding tumor cell lines are con-
sidered promising in relation to the development of antitumoral drugs.
B. milleflora essential oil demonstrated this remarkable effect in relation
to HL-60 and Raji cells after 24 and 48 h, respectively. This cytotoxic
effect was particularly important regarding HL-60 cells, which main-
tained low ICsq values throughout the investigated time period.

B. milleflora essential oil also provided strong cytotoxicity at the
initial time interval of 24 h. In that sense, B. milleflora essential oil
demonstrated acute cytotoxicity in relation to Jurkat, HL-60 and Raji
cells by inducing cell death with even shorter exposure times.

Other studies involving sesquiterpenes from Asteraceae (Athanasia
brownii Hochr.) showed a strong cytotoxic effect against human cancer
cells by the MTT method, such as A375 (malignant melanoma) and
HCT116 (colon carcinoma), with ICsq values of 19.85 and 29.53 pg/mL,
respectively (Rasoanaivo et al., 2013). Ferraz et al. (2013) studied the
effect of Lippia gracilis Schauer (Verbenaceae) essential oil, which is
mainly composed of monoterpenes, on cell proliferation using methyl-
[3H] -thymidine for 72h in relation to three cell lines: Hep G2
(hepatocellular carcinoma), K562 (chronic myelocytic leukemia) and
B16-F10 (melanoma). This essential oil showed cytotoxic activity with
ICsp values from 4.93 to 22.92 mg/mL. In addition, the authors also
tested some isolated compounds, such as thymol, p-cymene, +'terpi-
nene, and myrcene, and observed that these volatile components had
low cytotoxic activity in comparison to the whole essential oil. These
results can be attributed to a synergic effect among monoterpenes and
sesquiterpenes provided by volatile oils. For biological purposes,
synergism appears to be more meaningful than isolated compounds,
due to the activity of main components being able to be modulated by
other minor molecules, which can lead to better cellular distribution in
an essential oil (Bakkali et al., 2008).

Doll-Boscardin et al. (2012) evaluated the cytotoxicity of Eucalyptus
benthamii Maiden et Cambage essential oil by the MTT assay in relation
to Jurkat cells and found an ICs, value of 108.33 pug/mL after 24 h of
treatment. In comparison, the oil evaluated in the present study
exhibited superior cytotoxicity (ICso 42.91 pg mL) for this cell line in
the same treatment time. Kumara et al. (2008), evaluated the cytotoxi-
city of Cymbopogon flexuosus (Nees ex Steud.) Will. Watson essential oil
using the MTT assay in relation to HL-60 cells and found an ICs, value
of approximately 30 pg/mL after 48 h of treatment; however, B. mill-
eflora essential oil had an ICs5, of 23.06 pg/mL after a shorter treatment
time (24 h).

B. milleflora essential oil provided a decrease in DNA content for all
the tested tumor cell lines, which suggests that intracellular events
related to apoptosis occurred (Kanunfre et al.,, 2004). Déll-Boscardin
et al. (2012) studied the effect of essential oils from young and adult
leaves of E. benthamii L. (Myrtaceae) and demonstrated a statistically
significant decrease in DNA content compared to vincristine (positive
control). The analysis of cell DNA content revealed that the volatile oil
of E. benthamii presented cytotoxicity, mainly in relation to the Jurkat
and HeLa cell lines compared to isolated terpenes, particularly a-pinene
and y-terpinene. In the same way, the cytotoxic effect of B. milleflora
essential oil can be attributed to the synergic effect between different
compounds, which were able to inhibit the proliferation of tumor cells.
This represents the first time that such activity has been reported.
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After investigating the changes in cell DNA content, our focus was to
analyze whether essential oils could induce cell cycle arrest, which
would explain the particular reduction of the proliferation of Raji cells
by apoptosis. This tumor cell showed the greatest inhibition of cell
proliferation using PI and it was then used for the investigation of cell
cycle arrest by flow cytometry.

Cell cycle arrest is often caused by a chemical that provides the
inhibition of cell growth. Analysis of cell distribution by flow cytometry
was included in this study in order to determine whether the cytotoxic
activity of B. milleflora essential oil involved changes in cell cycle
progression. Flow cytometry can detect the distribution of cells in three
major phases of the cycle (G1 vs S vs G2/M) and makes it possible to
detect apoptotic cells.

To date, no other previous study has investigated the effect of
essential oils from the Baccharis species on cell cycle arrest. However,
the results of the present study were similar to those reported by Singh
et al. (2003) and Agarwal et al. (2004), who observed that the
accumulation in the GO/G1 phase in human prostate cancer cells was
accompanied by a decrease in cell population in both the S and G2/M
phases. The results of the present study showed that B. milleflora
essential oil at 60 pg/mL led to cycle arrest and the inhibition of Raji
cell growth, as demonstrated for the hexane fraction of Euphorbia
umbellata (Pax) Bruyns (Luz et al., 2016). In addition, the sub-GO
population was increased by B. milleflora essential oil at 60 ug/mL. The
sub-GO population represents the DNA fragmentation corresponding to
the total events analysis and is indicative of cell death induced by
apoptosis (Lima et al., 2015). Apoptosis is typically represented by a
series of intracellular events, which ultimately lead to DNA fragmenta-
tion and the internucleosomal degradation of genomic DNA due to the
activation of endogenous endonucleases (Kroemer et al., 1998).

The conventional EB/AO and Hoechst 33342 staining demonstrated
that B. milleflora essential oil caused cell death by necrotic and
apoptotic mechanisms. This effect, which was observed in relation to
B. milleflora essential oil, has also been observed in the literature. Greay
et al. (2010) studied the cytotoxic effect of Melaleuca alternifolia
(Maiden & Betche) Cheel essential oil and terpinen-4-ol on mesothelio-
ma cells (AE17) and melanoma cells (B16). These authors found that M.
alternifolia essential oil and terpinen-4-ol induced cell cycle arrest,
producing necrotic cells and a low number of apoptotic cells for both
tumor cell lines. In other words, it is possible to verify that necrosis and
apoptosis can occur simultaneously, depending on factors such as the
intensity and duration of the stimulus, the extent of ATP depletion, and
the availability of caspases. Necrosis is an uncontrolled and passive
process that usually affects large fields of cells, whereas apoptosis is
controlled and energy-dependent and can affect individual cells or
clusters of cells. Necrotic cell injury is mediated by two main mechan-
isms: interference with the energy supply of the cell and direct damage
to cell membranes (Elmore, 2007). In addition, Raji cells have P-
glycoprotein expression and over-expression of the p53 mutant protein
(Foroutan et al., 2007). These proteins may provide resistance to
apoptosis and lead to necrotic cell death, instead of apoptosis, as shown
in the present study. The effect of the resistance mechanism of P-
glycoprotein in relation to the Raji cell line and the reduction in
apoptotic cell death caused by B. milleflora essential oil needs to be
confirmed in a further study.

A SI of 3.97 was calculated for B. milleflora essential oil, which
reinforces the selectivity of this volatile oil regarding malignant Raji
cells. SI values greater than or equal to 2.0 are considered significant
and indicate that the evaluated substance has the potential to become a
new anti-cancer product (Suffness and Pezzuto, 1990) due to a reduced
cytotoxicity in relation to non-malignant human cells.

5. Conclusions

In conclusion, the investigated essential oil from cladodes of B.
milleflora showed bicyclogermacrene, germacrene D, (E)-caryophyllene,
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and a-humulene as the main volatile components. In general, this
essential oil presented ICs, values lower than 50 pg/mL for Jurkat, Raji
and HL-60 cells at 24, 48 and 72 h and also demonstrated a decrease in
cell DNA content for all the analyzed tumor cell lines. In particular, Raji
cells demonstrated had the greatest inhibition of cell proliferation and
they were then used for the investigation of cell death mechanisms. B.
milleflora essential oil promoted GO/G1 arrest and also induced cell
fragmentation, which was represented by an increase in the sub-GO
population, indicating cell death induced by apoptosis. Necrotic cell
death, coupled with low levels of apoptotic cell death, was observed by
conventional EB/AO and Hoechst 33342 staining assays, demonstrating
that this essential oil acts via both necrotic and apoptotic mechanisms.
A selectivity index of 3.97 was achieved, which represents a reduced
cytotoxicity in relation to normal human cells.
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10.

Inventor (72):
[ Assinale aqui se ofs) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgagio de seus nome(s), neste caso nao preencher os
campos abaixo.
Nome: Obdulio Gomes Miguel
Qualificago: Doutor em Quimica
CPF:
Enderego Completo: Rua Bduardo Sprada, 4373, Campo Comprido, Curitiba., PR
CEP: 81270-010 ‘
Telefone: (41) 3360-4070 6.7 FAX:

E-mail. obdulio@ufpr.br
[X] continua em folha anexa

Declaragao de divulgagéo anterior ndo prejudicial. O
Artigo 12 da LPI - periodo de graca.
Informe no item 11.13 os documentos anexados, se houver.

Declaragéo na forma do item 3.2 da Instrugao Normativa PR n® 17/2013:

[ Declaro que os dados fonecidos no presente formulario sdo idénticos ao da certidao de deposito ou documento
equivalente do pedido cuja prioridade esta sendo reivindicada.

Procurador (74):

Nome:

CNPJICPF: 9.3 API/OAB:
Enderego Completo:

CEP:

Telefone: 9.7 FAX:

E-mail:
[ continua em folha anexa

Listagem de sequéncias biologicas.
informe nos itens 11.9 20 11.12 os documentos anexados, se houver. O
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BJ [11.1 | Guia de Recolhimento da Unido (GRU). -
[ |11.2 | Procuragéo.
[J |11.3 | Documentos de Prioridade.
[ {114 | Documento de contrato de trabalho.
[ | 11.5 |Relatério descritivo. 1A
B | 116 |Reivindicages. . >4
= |11.7 | Desenho(s) (se houver). Sugestdo de figura a ser publicada com o resumo: n°, por
melhor representar a invengao (sujeito a avaliagao do INP1). k3
B | 118 |Resumo. L
O | 119 |Listagem de sequéncias em arquivo eletronico: n° de CDs ou DVDs (original e copia).
O | 11.10 | Codigo de controle alfanumérico no formato de codigo de barras referente as: listagem de
sequeéncias. '
[ | 11.11 | Listagem de sequéncias em formato impresso.
O |11.12 | Declaragao relativa 3 Listagem de sequéncias.
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DOU, Anexo de Inventores prc,(__wac‘,lw boc.ucn © aL f\b,«zejzv :}
12.  Total defolhas anexadas: 32 fis.
13 Declaro, sob as penas da Lei que todas as informagoes acima prestadas sao completas e verdadeiras.
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ANEXO DE CONTINUACAO - FORMULARIO FQ001

1. Depositante (71):

Nome: Universidade Estadual de Ponta Grossa

Qualificagdo: Instituicdo de Ensino Estadual

CNPIJ: 80.257.355/0001-08.

Enderego: Av. Carlos Cavalcanti, n°4748 Ponta Grossa — PR
CEP: 84.030-900

Telefone: (41) (42) 3220.3263

E-mail: agipi@uepg.br

1. Inventor (72):
Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgacdo de seu(s) nome(s)

(art. 6° § 4° da LPI e item 1.1 do Ato Normativo n® 127/97)

Nome: MARILIS DALLARMI MIGUEL

Qualificagdo: DOUTORA EM AGRONOMIA (PRODUCAO VEGETA L)
DEPARTAMENTO DE FARMACIA.

Enderego: Av. Pref. Lothdrio Meissner, 632 - Jardim Botanico— Curitiba — PR
CEP: 80210-170

Telefone: (41) 3360-4070

E-mail: dallarmi@ufpr.br

2. Inventor (72):
Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgacdo de seu(s) nome(s)
(art. 6° § 4° da LPI e item 1.1 do Ato Normativo n°® 127/97)

Nome: DANIELA GASPARDO FOLQUITTO
Qualificagdo: DOUTORANDA EM CIENCIAS FARMACEUTICAS. DEPARTAMENTO

DE FARMACIA.

Enderego: Av. Pref. Lothdrio Meissner. 632 - Jardim Botdnico - Curitiba — PR
CEP: 80210-170

Telefone: (42) 91577474

E-mail: danielafolquitto@gmail.com

3. Inventor (72):
Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgagdo de seu(s) nome(s)
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(art. 6° § 4° da LPI e item 1.1 do Ato Normativo n® 127/97)

Nome: CAMILA BUGNOTTO PEREIRA

Qualificagio: DOUTORANDA EM CIENCIAS FARMACEUTICAS, DEPARTAMENTO
DE FARMACIA

Endereco: Av. Pref. Lothario Meissner, 632 - Jardim Botéanico — Curitiba — PR

CEP: 80210-170

Telefone: (42) 99555925

E-mail: camilabugno/@hotmail.com

4. Inventor (72):
Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgagdo de seu(s) nome(s)
(art. 6° § 4° da LPI e item 1.1 do Ato Normativo n® 127/97)

Nome: JULIANE NADAL DIAS SWIECH
Qualificacio: DOUTORANDA EM CIENCIAS FARMACEUTICAS. DEPARTAMENTO
DE FARMACIA.

Enderego: Av. Pref. Lothario Meissner, 632 - Jardim Botanico — Curitiba — PR

CEP: 80210-170

Telefone: (42) 99810061

E-mail: juliswiech@yahoo.com.br

5. Inventor (72):
O Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgag@o de seu(s) nome(s)
(art. 6° § 4° da LPI e item 1.1 do Ato Normativo n° 127/97)

Nome: SANDRA MARIA WARUMBI ZANIN )
Qualificagdo: DOUTORA EM QUIMICA. DEPARTAMENTO DE FARMACIA.
Enderego: Av. Pref. Lothdrio Meissner, 632 - Jardim Boténico - Curitiba — PR
CEP: 80210-170

Telefone: (41) 3360-4070

E-mail: sandrazanini@ufpr.br

6. Inventor (72):
O Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgagdo de seu(s) nome(s)

(art. 6° § 4° da LPI e item 1.1 do Ato Normativo n°® 127/97)

Nome: JOSIANE DE FATIMA GASPARIDIAS
Oualificaciio: DOUTORA EM CIENCIAS FARMACEUTICAS. DEPARTAMENTO DE

FARMACIA.
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Enderego: Av. Pref. Lothirio Meissner, 632 - Jardim Botanico — Curitiba — PR
CEP: 80210-170

Telefone: (41) 3360-4070

E-mail: jodias@pop.com.br

7. Inventor (72):
§ Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgagdo de seu(s) nome(s)
(art. 6° § 4° da LPI e item 1.1 do Ato Normativo n® 127/97)

Nome: PAULO VITOR FARAGO

Qualificagio: DOUTOR EM QUIMICA, DEPARTAMENTO DE CIENCIAS
FARMACEUTICAS.

Enderego: Av. General Carlos Cavalcanti, 4748 — Uvaranas — Ponta Grossa — PR
CEP: 84030-900

Telefone: (42) 3220-3115

E-mail: pvfarago@gmail.com

v+ \F

8. Inventor (72):
] Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndio divulgagdo de seu(s) nome(s)
(art. 6° § 4° da LPI e item 1.1 do Ato Normativo n® 127/97)

Nome: LUIS ANTONIO ESMERINO ,
Qualificagio: DOUTOR EM ODONTOLOGIA, DEPARTAMENTO DE ANALISES

CLINICAS.

Endereco: Av. General Carlos Cavalcanti, 4748 — Uvaranas — Ponta Grossa — PR
CEP: 84030-900

Telefone: (42) 3220-3113

E-mail: lesmerino@yahoo.com

9. Inventor (72):
Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgagdo de seu(s) nome(s)

(art. 6° § 4° da LPI ¢ item 1.1 do Ato Normativo n® 127/97)

Nome: ROSI ZANONI SILVA .
Qualificagio: DOUTORA EM CIENCIAS FARMACEUTICAS, DEPARTAMENTO DE

FARMACIA.

Enderego: Av. Pref. Lothdrio Meissner, 632 - Jardim Boténico — Curitiba — PR
CEP: 80210-170

Telefone: (42) 3220-3124

E-mail: rosizanoni@bol.com.br
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10. Inventor (72):
7 Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgagdo de seu(s) nome(s)
(art. 6° § 4° da LPI e item 1.1 do Ato Normativo n° 127/97)

Nome: DEBORA MARIA BORSATO )
Qualificagio: DOUTORA EM CIENCIAS FARMACEUTICAS. DEPARTAMENTO DE

FARMACIA.

Endereco: Av. Pref. Lothario Meissner. 632 - Jardim Botanico — Curitiba — PR
CEP: 80210-170 '
Telefone: (42) 3220-3115

E-mail: dmborsato@yahoo.com.br

11. Inventor (72):
d Assinale aqui se o(s) mesmo(s) requer(em) a ndo divulgagao de seu(s) nome(s)

(art. 6° § 4° da LPI e item 1.1 do Ato Normativo n° 127/97)

Nome: JANE MANFRON BUDEL q
Qualificagdo: DOUTORA EM CIENCIAS FARMACEUTICAS. DEPARTAMENTO DE

FARMACIA.
Endereco: Av. Pref. Lothario Meissner, 632 - Jardim Boténico — Curitiba — PR

CEP: 80210-170
Telefone: (42) 3220-3124
E-mail: janemanfron@hotmail.com
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