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CONSIDERACOES INICIAIS

O presente livro versa sobre a Baccharis dracunculifolia, conhe-
cida como alecrim-do-campo, sendo a principal fonte vegetal de
propolis no sudeste brasileiro.

Atualmente, essa planta tem despertado o interesse de inimeros
pesquisadores, no sentido de investigar suas propriedades biologi-
cas e explorar seu potencial terapéutico.

Inicialmente, é enfocada a relagio entre as abelhas Apis mellifera
L. e a Baccharis dracunculifolia para a produgio de prépolis. Con-
siderando a importancia dessa planta, sdo apresentados os estudos
de cultivo e da influéncia da sazonalidade nas plantas cultivadas.
Na sequéncia, sdo abordados os aspectos fitoquimicos da Baccharis
dracunculifolia nativa, descrevendo o isolamento e a identifica-
cdo de seus metabélitos secundarios até o presente, bem como o
desenvolvimento de métodos analiticos por cromatografia das fases
liquida e gasosa. Finalmente, sfo apresentadas e discutidas impor-
tantes atividades biolégicas atribuidas a Baccharis dracunculifolia
descobertas até o presente momento.

Considerando o uso crescente de produtos naturais para os mais
diferentes fins, este livro visa apresentar a comunidade académica e

ao publico em geral informacdes sobre o desenvolvimento de novos
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medicamentos fitoterapicos a partir de plantas medicinais ou pro-
dutos apicolas. Todas as informagdes tém embasamento cientifico,
pois sdo fruto de pesquisas realizadas com protocolos experimen-

tais consolidados junto a comunidade cientifica.



1
INTERACAO ENTRE AS ABELHAS E A
BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA PARA A
ELABORACAO DA PROPOLIS

José Mauricio Sforcin

A composicdo quimica da propolis depende da fonte vegetal
disponivel em uma determinada area, sendo, portanto, variavel de
acordo com a regido geografica e a flora local. Apéds criteriosa obser-
vagdo das plantas visitadas pelas abelhas na regido de nosso apiério
(Unesp, campus de Botucatu), verificamos que a principal fonte de
prépolis é a Baccharis dracunculifolia, seguida da Araucaria angus-
tifolia e do Eucalyptus citriodora (Bankova et al., 1999). Contudo, a
identificacido dessas trés espécies vegetais nao exclui a possibilidade
de outras plantas contribuirem minoritariamente na elaboracdo da
prépolis, embora tenha sido sugerido que as abelhas ndo mudam
a composi¢do quimica da prépolis em uma regido geografica es-
pecifica, por visitarem essencialmente as mesmas fontes vegetais
(idem, 2000). De acordo com Bastos (2001) e Sawaya et al. (2004),
a Baccharis dracunculifolia é a principal fonte botanica da prépolis
produzida nos estados de Minas Gerais e S3o Paulo.

A Baccharis dracunculifolia DC (Asteraceae), conhecida po-
pularmente como alecrim-do-campo e vassourinha, é nativa do
Brasil, onde ocorre nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste, prin-
cipalmente nas 4reas de cerrado, em pastagens abandonadas e em
areas em processo de sucessdo (Park et al., 2004). Essa planta é um
arbusto lenhoso, podendo atingir até 4 metros de altura, sendo uma
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espécie perene, dioica, reproduzida por sementes e apresentan-
do galhos bastante ramificados. Suas folhas apresentam tricomas
tectores e glandulares (Figura 1), os quais, além de atuarem como
barreira contra o ataque de predadores que tentam alimentar-se
dos tecidos vegetais, auxiliam na interacdo dessa espécie com as
abelhas para a coleta do material resinoso (Spring, 2000; Teixeira
etal., 2005).

Figura 1 — Tricomas glandulares da Baccharis dracunculifolia localizados na
superficie de suas folhas, visualizados por microscopia eletronica (Bastos, 2001)

Durante a coleta de resina para a elaboracio da prépolis, as abe-
lhas Apis mellifera fragmentam édpices vegetativos de Baccharis dra-
cunculifolia, tais como brotos, primoérdios foliares e folhas jovens, e,
utilizando o primeiro par de patas, movem a resina destas para as
patas medianas e, entdo, a colocam na corbicula. Muito raramente,
o material é transferido diretamente do primeiro par de patas para
a corbicula. Sdo gastos, em média, sete minutos para a coleta da
resina e seu deposito na corbicula (Park et al., 2004; Teixeira et al.,
2005). A Baccharis dracunculifolia produz 6leos essenciais caracte-
rizados por aroma forte e exdtico, e as abelhas, por possuirem ante-
nas com alta capacidade olfatéria, visitam os dpices foliares e depois
se deslocam para outras plantas (Spring, 2000; Gongalvez et al.,
2005). Bastos (2001) relatou que as abelhas nio coletam o material
resinoso da Baccharis dracunculifolia quando essa planta estd em
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época de floragdo, mas sim durante seu crescimento, periodo este
responsavel pela producdo de metabélitos secundarios no vegetal,
importante para a interacido com insetos e predadores.

A resina, repleta de fragmentos epidérmicos e tricomas glandu-
lares, é carregada para a colmeia e utilizada na elaboracio da propo-
lis denominada “verde” (Figura 2), devido a sua origem botanica,
pois as abelhas carregam tecidos jovens contendo clorofila, como
brotos vegetativos de Baccharis dracunculifolia. As folhas jovens
contém pelos secretorios com 6leos volateis e aromaticos, conferin-
do o aroma tipico da propolis verde (Salatino et al., 2005). A pro-
polis coletada em uma determinada regido nem sempre apresenta a
mesma colorag@o ao longo do ano, podendo variar entre amarelo-
-claro e vermelho escuro, dependendo da sua origem botanica e da

época do ano.

Figura 2 — Apis mellifera coletando em apices vegetativos de Baccharis dra-
cunculifolia para, em seguida, produzir a propolis verde (da Silva Filho, 2006;

Sousa, 2007)
Fotos: Esther M. F. Bastos e Néctar Farmacéutica Ltda.

A palavra “prépolis” tem origem grega (“pro” = em prol, em
defesa; “polis” = cidade), sendo um termo genérico utilizado para
denominar o material resinoso e balsamico coletado e processado
pelas abelhas a partir de diversas partes das plantas, como bro-
tos, ramos, cascas de arvores, exsudatos resinosos e botdes florais
(Bankova, 2005). Apos a coleta, esse material é transportado até
a colmeia, onde as abelhas adicionam cera e secregdes glandulares
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(Burdock, 1998). As abelhas utilizam a prépolis para a constru-
¢do e manutencdo de suas colmeias, sendo empregada para selar
aberturas nestas, visando controlar variagdes de temperatura, prin-
cipalmente no inverno. A propolis também é utilizada para em-
balsamar invasores que morrem no interior da colmeia, evitando
sua decomposicdo, além de contribuir para manter um ambiente
interno asséptico, protegendo-o contra bactérias e virus (Salatino
etal., 2005).

De maneira geral, a matéria-prima da prépolis é composta,
aproximadamente, por 50% de resina, 30% de cera de abelha, 10%
de 6leos aromaticos e essenciais, 5% de pdlen e 5% de outras subs-
tancias variadas, incluindo componentes introduzidos durante a
elaboracio da propolis (Burdock, 1998). A temperatura de 15 °C
a propolis € uma substancia dura, tornando-se maleédvel a partir de
30 °C. Os constituintes da propolis podem ser extraidos por meio
de solventes como etanol, éter, acetona, tolueno e tricloroetileno
(Cunha et al., 2004). Quimicamente, sua composic¢do é conside-
rada extremamente complexa, variando conforme a localizacio
geografica, ecologia vegetal da regido e variabilidade genética das
abelhas. A literatura revela, ainda, que foram identificados mais de
trezentos componentes presentes na propolis. Os flavonoides (fla-
vonas, flavonois e flavononas) sio considerados os principais com-
postos responsaveis pelas propriedades farmacologicas da propolis
europelia, tendo como origem boténica principalmente as plantas
do género Populus. Ja os principais componentes biologicamen-
te ativos da propolis brasileira sdo os dcidos diterpénicos e acidos
p-cumdricos prenilados. Encontram-se também chalconas, 4cido
benzoico, benzoaldeido, compostos fendlicos, dcido cindmico e
derivados, dcido cafeico e derivados, diterpenos e triterpenos (De
castro, 2001).

Os compostos presentes na propolis produzida em nosso apiario
(Unesp, campus de Botucatu) foram isolados e identificados por
Bankova et al. (1998), incluindo flavonoides em pequenas quan-
tidades (4’-O-metil canferol, 5,6,7-trihidroxi-3,4’-dimetoxifla-
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vona, aromadendrina-4’-metil éter); acido 3-prenil-p-cumadrico
(drupanina) e dois benzopiranos: E e Z 2,2-dimetil-6-carboxie-
tenil-8-prenil-2H-benzopiranos); 6leos essenciais (espatulenol,
(2Z, 6E)-farnesol, benzoato de benzila e acetofenonas preniladas);
acidos aromaticos (diidrocindmico, p-cumadrico, ferulico, cafei-
co, 3,5-diprenil-p-cumadrico (artepilina), 2,2-dimetil-6-carbéxi-
-etenil-8-prenil-2H-1-benzo-pirano), diterpenos e triterpenos,
entre outros. Varia¢des sazonais na composi¢do da prépolis ndo sdo
significantes, mas sim predominantemente quantitativas, havendo
concentragdes significativas dos compostos biologicamente ativos
em todas as estacdes sazonais (ibidem). Este fato é uma indicacéo
de que as abelhas coletam a prépolis do mesmo grupo de plantas,
havendo predominancia de uma fonte vegetal.

A propolis possui inimeras propriedades biologicas e farmaco-
l6gicas, tendo sido utilizada na drea médica desde a Antiguidade.
Os sacerdotes do antigo Egito utilizavam-na para embalsamar seus
mortos. Posteriormente, os gregos beneficiaram-se de suas proprie-
dades antisséptica e cicatrizante. Paises do leste europeu utilizavam
esse produto apicola no tratamento de doencas infecciosas. No Bra-
sil, seu uso é amplamente difundido, sendo empregada na medicina
popular para o tratamento da tuberculose, de tlcera duodenal, de
distarbios gastricos, na redu¢io da febre, contra doencas inflama-
térias, como agente anestésico, anticancerigeno, bem como por sua
propriedade antimicrobiana (Salatino et al., 2005). Ha diversos
produtos contendo prépolis comercializados em todo o mundo, tais
como balas, doces, gomas, hidratantes, xampus, solu¢des antissép-
ticas, dentifricios, entre outros (Castaldo e Capasso, 2002).

Ha diversos artigos cientificos que ilustram a diversidade de
atividades biologicas da propolis, tais como antitumoral, antioxi-
dante, anti-inflamatdria, antitlcera, antiparasitaria, antimicrobia-
na, imunomoduladora, entre outras (Reis et al., 2000; Banskota et
al., 2001; Leitao et al., 2004; Stmdes et al., 2004; Barros et al., 2007;
Barros et al., 2008; Sforcin, 2007; Tavares et al., 2006; Sforcin et al.,
2008; da Silva Filho et al., 2008a; Jorge et al., 2008; Bufalo et al.,
2009; Sartori et al., 2009; da Silva Filho et al., 2009).
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Com relagio aos efeitos desse produto apicola no sistema imune,
trabalhos de nosso laboratério indicaram aumento na atividade das
células natural killer contra células tumorais em ratos tratados com
propolis (Sforcin et al., 2002). Esse produto apicola aumentou a
geracdo de espécies reativas do oxigénio, como o peréxido de hidro-
génio (H,0,), e inibiu a produgao de 6xido nitrico (NO) por ma-
crofagos peritoneais de camundongos (Orsi et al., 2000). A prépolis
também aumentou a atividade fungicida de macréfagos contra
Paracoccidioides brasiliensis (Murad et al., 2002) e a atividade bac-
tericida contra Salmonella typhimurium, envolvendo a participagio
de metabdlitos do oxigénio e do nitrogénio (Orsi et al., 2005). Ratos
tratados com prépolis apresentaram maior producio de anticorpos
(Sforcin et al., 2005). Recentemente, verificamos que a propolis
estimula a expressdo de receptores toll-simile (TLR-2 e TLR-4) e
a produgio de citocinas proinflamatérias em camundongos Balb/c,
evidenciando seu mecanismo de agio nas etapas iniciais da resposta
imune (Orsatti et al., 2010).

Nosso grupo tem investigado também a acdo da propolis em
animails submetidos a estresse. Em camundongos submetidos a
estresse agudo, a administra¢do de prépolis impediu a inibi¢io
da expressdo de TLR-4 e restaurou parcialmente a expressdo de
TLR-2 (Pagliarone et al., 2009b), impedindo também a inibi¢o
na producdo de IL-4, favorecendo assim a resposta imune humoral
desses animais (idem, 2009a). Esse produto apicola potencializou a
geragdo de H,O, por macréfagos peritoneais de camundongos sub-
metidos a estresse cronico e impediu o aparecimento de centros ger-
minativos no baco (Missima e Sforcin, 2008). A propolis induziu
também o aumento na imunidade celular de animais submetidos
a estresse cronico e portadores de melanoma, sugerindo a possivel
utilizacdo desse apiterdpico em momentos de estresse (Missima et
al., 2009; Missima et al., 2010).

Quanto a acdo antimicrobiana da prépolis, destaca-se sua efi-
ciente acdo inibidora, in vitro, sobre varias linhagens de bactérias
Gram-positivas, como Staphylococcus aureus, e limitada acdo con-
tra bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli (Sforcin et al.,
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2000). Nossos estudos confirmaram também a atividade antipro-
tozodria da prépolis sobre Giardia duodenalis (Freitas et al., 2006)
e a antifingica sobre Candida albicans e Candida tropicalis (Sforcin
et al., 2001). Ademais, nossos resultados sugerem a auséncia de
efeitos colaterais ap6s a administracdo de prépolis em ratos, tanto
em curto quanto em longo prazo (Sforcin et al., 2002; Mani et al.,
2006; Mani et al., 2008).






2
ASPECTOS DE CULTIVO E INFLUENCIA
DA SAZONALIDADE EM COMPOSTOS DA
BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA

Jodo Paulo Barreto de Sousa
Jairo Kenupp Bastos

Aspectos agrondmicos e de cultivo

As plantas medicinais estdo em ascensdo na drea agronémica.
Nesse contexto, o conhecimento sobre a melhor forma de cultivo
¢ um dos primeiros passos para viabilizar a produgio, em escala
comercial, dessas espécies medicinais (Sousa et al., no prelo).

Sabe-se que a variabilidade quimica das plantas é enorme, ja
que as rotas biossintéticas, responsaveis pela producio de metabo-
litos secundarios no vegetal, sdo sensiveis a diversos fatores, como
ambientais, variacdes climaticas e, especialmente, a interacdo com
insetos e predadores. O conhecimento das variacdes quimicas é
de grande importancia para a qualidade e o preparo das espécies
medicinais de interesse terapéutico e/ou industrial, sendo til para
o isolamento e a extracdo de principios ativos desejados ou para a
determinacdo da interrup¢io da colheita em épocas de producio de
metabolitos toxicos (Bauer e Tittel, 1996).

Além disso, a partir da matéria-prima padronizada, tem-se a
possibilidade de reprodutibilidade e de maior abrangéncia dos re-
sultados das pesquisas quimicas, farmacoldgicas e agrondmicas.

Esse modelo tem sido inovador, e algumas escolas de farmacia vol-
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tadas para o setor de produtos naturais possuem drea agricola para
o estudo em paralelo da matéria-prima (Vieira, 1994).

Apesar do volume consideravel de exportagio de varias espécies
medicinais na forma bruta ou de seus subprodutos, pouquissimas
espécies sdo cultivadas, mesmo em pequena escala, sendo esse fato
mais marcante quando se consideram as espécies nativas, sobre as
quais pesquisas bésicas ainda s3o incipientes (ibidem).

Considerando todos esses fatores, os estudos agronémicos e
de cultivo de Baccharis dracunculifolia viabilizam nao somente a
formagio de “pastos apicolas”, ao redor das colmeias, pelos apicul-
tores (o que poderia aumentar a producédo da propolis “verde”, de
grande valor comercial), mas também a padronizacgio da propria
matéria-prima vegetal, visando a obtengido futura de um novo pro-
duto natural com essa planta (da Silva Filho, 2006; Sousa, 2007).

Assim, para a caracterizacdo da variabilidade genética sobre
pardmetros agronomicos e quimicos dessa planta, foi conduzido
inicialmente um ensaio de campo preliminar no Centro Pluridisci-
plinar de Pesquisas Quimicas, Biolégicas e Agricolas (CPQBA) da
Unicamp, com trés acessos (popula¢des) a partir de frutos oriundos
das regides de Campinas, Cajuru e Ribeirdo Preto (SP). Esses fru-
tos foram germinados em substrato organico (composto + himus,
tratados em coletor solar e fertilizados com biofertilizante), e as
mudas foram desenvolvidas em viveiro de tela sombrite 50%, visan-
do determinar as condicdes para realizar os experimentos de cultivo
em escala piloto.

Esses ensaios preliminares foram bastante representativos, uma
vez que as mudas de Baccharis dracunculifolia nio apresentaram
alteracdes, considerando a etapa de transferéncia do viveiro para
o campo. Depois de plantadas no campo, as mudas apresentaram
crescimento rapido, com brotos e ramos bastante saudaveis e ro-
bustos. Dessa forma, foram realizadas viagens para a coleta de fru-
tos em regides de cerrado nos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais
e Parana, para a selecdo dos acessos a serem cultivados. Por meio
dessas coletas, dez acessos foram selecionados para o cultivo em
escala piloto (Tabela 1). Esse cultivo foi realizado em colabora-
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¢do com o professor Pedro M. de Magalhdes (CPQBA), seguindo
as Boas Praticas da Agricultura (BPA). O campo de cultivo, com
aproximadamente 1.800m? (22° 48’S, 47° 03'W, altitude 669m),
instalado no CPQBA-Unicamp, em Campinas, foi dividido em
quatro repeticoes (parcelas). Cada acesso continha 25 individuos,
perfazendo 250 individuos por repetigdo e 1.000, somando as qua-
tro repeticoes. A Figura 3 apresenta um esbogo do campo de cultivo
com a disposicdo de acessos e repeticdes.

Tabela 1 — Locais de coleta dos frutos de Baccharis dracunculifolia e respectivas
coordenadas (Sousa et al., no prelo)

Acessos Regides Latitude Longitude | Altitude
(S) (W) (m)
01 Franca 1 (SP) 20°32°19” | 47° 24 03” 996
02 Cajuru (SP) 21°16’31” | 47°18 157 775
03 Paraguacu/Alfenas (MG) | 21°3250” | 45° 44" 15" 826
04 Colombo 1 (PR) 25°17°30” | 49°13 27" 1.027
05 | Colombo 2 (PR) 25°19°29” | 49°18’ 36” 945
06 Franca 2 (SP) 20°15’ 25”7 | 47°28 36” 1.035
07 C. O./Alfenas (MQG) 21°25°45” | 45°56’50” 881
08 Ouro Fino MQG) 22°16’59” | 46°22'08” 908
09 Ribeirdo Preto (SP) 21°10°39” | 47°48 37" 546
10 | Campinas (SP) 22054 20" | 47°03'39” | 854

C. O.: regido de Corrego do Ouro, proximo a Alfenas (MG).

Todos os procedimentos de cultivo foram realizados no periodo
de janeiro de 2004 a abril de 2005. Nesse periodo, a avaliagio dos
acessos cultivados evidenciou expressiva variabilidade morfologica
entre eles. As plantas femininas do acesso de nimero 4, prove-
niente de Colombo 1 (PR), apresentaram aspectos morfoldgicos
bastante distintos, tais como folhas maiores que o padrao da espé-
cie. Assim, exsicatas de todos os acessos foram enviadas para espe-
cialista (doutor Nelson Ivo Matzenbacher), o qual confirmou que
todos os acessos se tratavam de Baccharis dracunculifolia. Exsicatas
também foram depositadas no herbario do CPQBA-Unicamp,
Campinas (Sousa, 2007).
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Considerando as plantas cultivadas e o desempenho de cresci-

mento, o plantio se desenvolveu rapidamente a partir da producéo

de mudas em tubetes (Figura 4). Em seguida, notou-se o rapido

““

crescimento da espécie e a diferenca do “stand” num intervalo de

dois meses (Figura 5). A partir do quarto més de plantio (Figura

6) houve intenso crescimento de folhas nos dpices e caules secun-

darios. A Figura 7 apresenta a Baccharis dracunculifolia cultivada

doze meses ap6s o plantio (ibidem).
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Figura 3 — Esbogo representativo do campo de cultivo e da plantacdo dos

individuos, dividida entre acessos (01-10) e repeti¢oes (I, II, ITI, IV). Repre-

senta cada planta cultivada (Sousa, 2007). Espacamento horizontal entre os

acessos: 1m; espagamento vertical entre os acessos: 2m; largura total do campo
de cultivo: 30m; comprimento total do campo de cultivo: 60m; érea total de

cada acesso: 25m?
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Figura 4 — Cultivo de diferentes acessos de Baccharis dracunculifolia a partir da
producdo de mudas em tubetes (da Silva Filho, 2006; Sousa, 2007)

Figura 5 — Baccharis dracunculifolia no intervalo de dois meses de cultivo (da
Silva Filho, 2006; Sousa, 2007)
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Figura 6 — Acessos cultivados a partir do quarto més de plantio (da Silva Filho,
2006; Sousa, 2007).

Figura 7 — Baccharis dracunculifolia doze meses apds o plantio (da Silva Filho,
2006; Sousa, 2007)

Tendo em vista a preservacdo da plantagdo no estdgio inicial,
somente a partir do quarto més ap6s o plantio foi iniciada a amos-
tragem para os estudos de sazonalidade. Assim, optou-se por
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realizar a colheita dos individuos aos 16 meses, completando-se
o periodo de doze meses de amostragens para a avaliacdo sazonal.
Esses estudos sdo apresentados no préximo item. Por isso, o corte
final foi realizado quando se completou um ano de amostragens
mensais e dezesseis meses de desenvolvimento das plantas, entre
abril e maio de 2005. Devido ao grande volume de material a ser
cortado naquela etapa, constituido de 25 plantas por acesso, foram
necessarios sete dias para a avaliacdo de cada repeticdo. O corte foi
realizado com serrote manual e poddes, cortando-se as plantas na
altura de aproximadamente 30cm, ou logo acima das ramificacdes
principais, para favorecer a brotagdo posterior (Figura 8). Ainda em
campo, foram separadas as partes que nio continham folhas, levan-
do-se para o secador apenas as hastes com folhas. As parcelas foram
secas em secador a gés a 40 °C até obter peso constante e seguiram
para aretirada das hastes restando praticamente apenas folhas secas
e hastes finas. Esse material foi embalado em sacos de polipropileno
revestidos com duas folhas de papel kraft e pesados, para a obten-
¢do do peso seco. Os resultados de biomassa foram expressos em
peso seco por planta, tomando-se o cuidado de descontar as plantas
que morreram em cada parcela.

Embora os tratamentos (acessos) sejam compardveis entre si, do
ponto de vista de cultivo, o corte aos 16 meses nio seria indicado na
pratica, pois nesse estagio algumas folhas haviam caido e algumas
plantas encontravam-se com folhas apenas nos ponteiros das has-
tes. Também nesse estdgio as plantas estavam muito altas, e a base
do caule, engrossada, dificultando o corte e provavelmente nio fa-
vorecendo a rebrota. Portanto, considerando os aspectos de cultivo,
o corte da Baccharis dracunculifolia deve ser feito doze meses depois
do plantio, recomendando-se que nao se faca poda radical, deixan-
do-se uma pequena parte com folhas para que a planta se recupere.
Contudo, esses fatores ocorreram pontualmente. Além disso, foi
possivel visualizar a rebrota apds o corte em muitos individuos
(Figura 8). Assim, tendo em vista que foram cultivadas mil plantas,
os calculos de biomassa e de rendimento e a amostragem para os
estudos sazonais ndo sofreram alteragdes (ibidem).
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Figura 8 — Base do caule de Baccharis dracunculifolia destacando a rebrota apés
corte aos 16 meses (Sousa, 2007)

Considerando a biomassa formada, observa-se que o acesso 4
(Colombo 1, PR) foi o mais produtivo, enquanto que o acesso 3
(Alfenas, MQ) apresentou a menor produtividade. A Figura 9A
apresenta os resultados de rendimento de biomassa para cada aces-
so considerando a repeti¢do I. Esses valores sdo provenientes do
processamento total de toda a parcela e permitem uma comparacio
entre os acessos. Por outro lado, foi observado que o rendimento de
6leo essencial (Figura 9B) da regido de Colombo 1 (PR) foide 0,31%
(justamente o acesso mais produtivo em biomassa), enquanto que
0 acesso 3 apresentou rendimento de 0,67%. Esses resultados, jun-
tamente com estudo de regressao linear, indicaram uma tendéncia
de correlagdo negativa entre a produtividade em biomassa e o teor
de 6leo essencial, quando comparado o acesso 3 em rela¢do ao aces-
so 4. Além disso, o acesso proveniente de Colombo 1 apresentou
folhas maiores que o padrio da espécie, o que sugere que a planta
deve ter direcionado seu metabolismo para o crescimento foliar,
afetando sua produtividade de 6leo essencial (ibidem). O acesso
mais produtivo em termos de 6leo por planta foi o de nimero 10
(Campinas, SP), com 3,66g de 6leo/planta, conforme observado
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na Figura 9C. Ressaltamos que o estudo de rendimento do 6leo foi
obtido por meio de destilacdo por arraste a vapor d’dgua em escala
piloto, tendo em vista a grande quantidade de biomassa analisada.
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Figura 9 — (A) Biomassa (g de folhas secas/planta) dos dez acessos de Baccharis
dracunculifolia colhidos aos 16 meses, considerando o processamento total da
repeticdo I. (B) Rendimento de 6leo essencial a partir de folhas secas dos dez
acessos da repeticdo I. (C) Rendimento de 6leo por planta de cada acesso culti-
vado (Sousa, 2007). A numeracéo (1-10) dos acessos segue a Tabela 3
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Considerando a extragdo do 6leo essencial por arraste a vapor
d’4gua, conforme apresentado na Figura 10, nota-se que aproxima-
damente 60% desse 6leo é extraido na primeira hora de destilagio,
constituindo-se predominantemente de monoterpenos, enquanto
que na segunda hora praticamente todo o 6leo é extraido (40%),
sendo essa fracdo composta de moléculas mais pesadas, principal-
mente sesquiterpenos, e de maior interesse comercial, conforme
descrito por Sousa et al. (2009b). Além disso, o teste de combustéo
realizado com os aquénios de Baccharis dracunculifolia demonstrou
que estes sdo altamente inflamaveis (Sousa, 2007).

W Fracao A [ Fragédo B @ Total
90
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40
30

glacesso
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Acessos

Figura 10 — Fracao A: g de 6leo/acesso ap6s a primeira hora de extracdo. Fracdo
B: g de 6leo/acesso ap6s a segunda hora de extracdo. Total: A + B (Sousa, 2007).
A numeracdo (1-10) dos acessos segue a Tabela 2

Apés a obtencio dessas aliquotas de 6leos essenciais, estas
foram caracterizadas quimicamente. Para isso foi utilizada a técni-
ca de cromatografia de fase gasosa acoplada a distintos detectores:
detector de ionizag¢do de chama (CG-DIC) e espectrometria de
massas (CG-EM) (ibidem). Os indices de reten¢io para cada com-
ponente em andlise também foram calculados (Sousa, 2007; Sousa
etal., 2009b).

Assim, considerando a metodologia desenvolvida por Sousa et
al. (2009b), apresenta-se, como exemplo, o perfil cromatografico
por CG-DIC do 6leo essencial extraido das folhas de Baccharis
dracunculifolia ap6s os procedimentos de cultivo (Figura 11). Todas
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as amostras, seguindo a mesma metodologia, também foram sub-
metidas a analise por CG-EM. Por meio desta calcularam-se os
indices de retencdo de cada componente enumerados na tabela 2.
Além disso, foram obtidos os perfis de fragmentagio e pesos mole-
culares para cada um desses constituintes. Esse conjunto de dados
foi comparado aos dados da biblioteca Wiley e aqueles disponiveis
na literatura (Adams, 2001), resultando na identifica¢do de quator-
ze compostos volateis presentes no 6leo essencial dessa planta. Na
Tabela 2 encontram-se os nomes dos compostos identificados com
seus respectivos tempos e indices de retengio e percentuais relati-
vos. A Figura 12 apresenta as estruturas quimicas dos constituintes
identificados.

Pa FID A, (BACCH\MES0205\AC612. )

11
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MMLM

b 5 Tyd 10 12,5 15 1755 20 min

Figura 11 — Perfil cromatografico do 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia
por CG-DIC. A numeragdo dos compostos segue conforme apresentado na
legenda da Tabela 4. pi = piperonal (3,4-metilenodioxi-benzaldeido), padrio
interno utilizado como referéncia (Sousa, 2007)

Tabela 2 — Caracterizagio quimica dos volateis no 6leo essencial de Baccharis dra-
cunculifolia

Legenda Nome Tr IR IR, | Média% * DP
1 a-pineno 2,8 942 932 0,20 £ 0,04
2 b-pineno 3,1 989 981 0,41+0,12
3 limoneno 3,4 1.034 | 1.031 0,43+0,13
4 b-cariofileno 9,2 1.419 | 1.419 2,28 £ 0,46

Continua
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Tabela 2 — Continuagdo

Legenda Nome Tr IR IR, | Média% * DP
5 aromadendreno 9,7 1.439 | 1.439 0,75%0,15
6 a-humuleno 10,2 | 1.455 | 1.454 0,78 +0,16
7 germacreno D 11 1.483 | 1.481 2,18+ 0,44
8 biciclogermacreno 11,6 1.498 | 1.494 3,42+ 0,68
9 d-cadineno 12,4 | 1.522 | 1.524 3,66+0,73
10 (E)-nerolidol 14,1 1.566 | 1.564 33,51+3,35
11 espatulenol 14,5 | 1.584 | 1.576 16,24 £ 2,29
12 viridiflorol 15,1 1.591 | 1.590 1,32 £ 0,26
13 guaiol 15,3 | 1.597 | 1.595 0,77+ 0,15
14 a-muurolol 17,8 1.645 | 1.645 4,66 0,93
Tr, , = tempo de retengdo em minutos por CG-DIC; IR = indice de retengdo calculado; IR, =

indice de reten¢do encontrado na literatura (Adams, 2001; Sousa et al., 2009b).

Figura 12 — Estruturas quimicas dos constituintes identificados nas amostras
de 6leos essenciais das folhas de Baccharis dracunculifolia (Sousa, 2007). Os
numeros seguem a legenda da Tabela 2
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Influéncia da sazonalidade nos constituintes de
Baccharis dracunculifolia

Sazonalidade é um tépico importante e deve ser considerado du-
rante os procedimentos de cultivo e obtencido de biomassa, jd que a
disponibilidade de chuvas e de nutrientes, a umidade relativa do ar,
a temperatura, bem como a herbivoria ou o ataque de patégenos sdo
fatores basicos que podem influenciar a biossintese de metabdlitos
secundarios da planta cultivada (Sousa et al., no prelo). Portanto,
para se obter a matéria-prima vegetal padronizada, como extratos e
oleos essenciais, deve-se produzir biomassa de excelente qualidade,
e para tal sdo necessarios conhecimentos solidos sobre sua fitoqui-
mica, bem como a disponibilidade de método analitico validado,
o que propicia elevados niveis de confianca e 0 monitoramento da
composi¢do quimica da planta cultivada ao longo de um determina-
do periodo. Dessa forma, é possivel conhecer as variagdes qualitati-
vas e quantitativas dos principais compostos presentes na planta em
diferentes periodos do ano. Além disso, pode-se determinar quais
os fatores ligados a0 meio ambiente que podem influenciar positiva
ou negativamente a producio desses metabdlitos. Esses dados certa-
mente resultam na definigdo da melhor época para a colheita da plan-
ta cultivada, visando obter biomassa de exceléncia (Sousa, 2007).

A Baccharis dracunculifolia apresenta composigdo quimica e
atividades bioldgicas reconhecidas internacionalmente (Missima
etal., 2007; Lemos et al., 2007; Resende et al., 2007; Klopell et
al., 2007; Munari et al., 2008; Massignani et al., 2009). Adicional-
mente, hd métodos de anélise para garantir a qualidade da biomassa
dessa planta e de seus derivados (Sousa et al., 2007a; Sousa et al.,
2007b; Sousa et al., 2007c; Sousa et al., 2009a). Conforme mencio-
nado, ao longo do desenvolvimento dessa planta durante o processo
de cultivo, amostras foram coletadas mensalmente para avaliar as
variagdes sazonais dos 6leos essenciais (Sousa et al. 2009b) e dos
compostos fenélicos (Sousa et al., no prelo).

Os estudos de sazonalidade contaram com o apoio do Centro
de Pesquisas Meteorolégicas e Climdticas Aplicadas a Agricultura
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(Cepagri) da Unicamp, monitorando a disponibilidade de chuvas,
a umidade relativa do ar e as temperaturas no local de cultivo. A
temperatura média, considerando os doze meses do experimento
(de maio de 2004 a abril de 2005), foi de 22,5 °C. A temperatura
média mais baixa (19 °C) foi detectada entre maio e julho, e a mai
elevada (25 °C) foi detectada entre janeiro a margo. A média de
chuvas para aquele ano foi de 120mm. A menor média de chuvas
(42mm) ocorreu de maio a julho, e a maior quantidade de chuvas
(218mm) ocorreu no periodo de janeiro a margo. A umidade ndo
variou significativamente ao longo daquele ano, resultando em va-
lores médios de 60%. Adicionalmente, o campo de cultivo foi visi-
tado no minimo duas vezes por semana, e os possiveis processos de
herbivoria ou a presenca de patégenos foram controlados por meio
de procedimentos manuais e sem o uso de agentes quimicos. Nesse
periodo néo foram utilizados nutrientes ou fertilizantes, ja que o in-
teresse foi em reproduzir o habitat natural dessa planta, eliminando
eventuais interferentes na sua composi¢do quimica.

Considerando todos esses fatores, as analises dos 6leos essen-
ciais das folhas de Baccharis dracunculifolia permitiram a identi-
ficagdo de quatorze compostos, representando 70% dos seus com-
ponentes volateis. Os principais grupos de constituintes em todas
as amostras foram os sesquiterpenos oxigenados (49,61%), os ses-
quiterpenos (11,83%), os sesquiterpenos oxigenados minoritarios
(7,59%) e os monoterpenos (0,97%). Os principais constituintes
ao longo do estudo sazonal foram (E)-nerolidol (32%) e espatule-
nol (17%). Nesse estudo foi observado que a concentra¢do média
de todos os compostos analisados aumentou de julho de 2004 a
abril de 2005. Os resultados obtidos mostraram que a média da
concentragio de (E)-nerolidol na planta foi cinco vezes maior em
margo de 2005 (136,53mg/100g de planta) do que em julho de 2004
(25,03mg/100g de planta). Jd a concentra¢io média de espatulenol
aumentou cerca de trés vezes de julho de 2004 (16,25mg/100g de
planta) a abril de 2005 (47,50mg/100g de planta). Os monoter-
penos analisados foram detectados apenas a partir de setembro de
2004, atingindo a concentragio mais elevada em abril de 2005. Essa
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observagido sugere a importancia desses voléteis durante o periodo
da floracdo (maio a julho), quando a planta dirige seu metabolis-
mo para a reproducido. Por outro lado, uma vez que as diferentes
populacgdes foram cultivadas na mesma édrea experimental e nas
mesmas condi¢des culturais, foi sugerido que a variagio sazonal
desses compostos, incluindo o contetdo de (E)-nerolidol, pode
estar relacionada ao ciclo fenologico (Espirito-Santo et al., 2003).

A possivel presenca de variabilidade genética entre populagdes
cultivadas pode ser observada em experimentos sob condi¢des de
crescimento semelhantes, nos quais as diferengas quimicas entre as
plantas cultivadas sdo comparadas. Por isso, foi observado que as
populagdes 3 (Paraguagu, MQ), 7 (Alfenas, MG) e 8 (Ouro Fino,
MGQ@) foram capazes de produzir alta concentracio de (E)-neroli-
dol, em média 95,85 £ 9,63mg/100g de planta, considerando os
doze meses de experimento. Adicionalmente, a maior concentragio
média desse componente, considerando essas mesmas populagdes,
foi quantificada em abril (178,98 £ 15,13mg/100g por planta). Em
contraste, a populagdo 4 produziu a menor concentracdo média de
(E)-nerolidol (31,26 £ 5mg/100 g por planta) durante o mesmo
periodo de andlise.

Em resumo, com a metodologia desenvolvida para os volateis
(Sousa et al., 2009b) foi possivel analisar 480 amostras em doze
meses de amostragem, além de identificar quatorze componen-
tes presentes no 6leo das folhas da Baccharis dracunculifolia. As
analises indicaram que o (E)-nerolidol é o volatil majoritario, cor-
respondendo a aproximadamente 33% do 6leo, sendo detectado
durante todo ano e, por isso, deve ser o maior responsavel pelas
propriedades odoriferas intensas, as quais sdo extremamente valo-
rizadas pela industria de fragrancias e cosméticos. Além disso, com
base na somatéria das médias percentuais realizadas mensalmente,
dos quatorze volateis identificados, a época de floragdo foi a menos
produtiva em termos de 6leo essencial (média de 0,1%). Por outro
lado, o periodo de fevereiro a abril foi o mais produtivo (média de
0,35% de 6leo a partir das folhas secas). Todavia, considerando o
6leo como um todo, o qual foi extraido por destilagdo por arraste a
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vapor, o rendimento foi de 0,6%. Adicionalmente, dentre os aces-
sos cultivados, somente o acesso 4 ndo foi vidvel para o cultivo em
larga escala. Essa populacio apresentou diferengas morfoldgicas
em relacéo as folhas e destacou-se pela baixa produtividade de 6leo
ao longo do ano.

Quanto as substancias fixas, de acordo com Sousa et al. (no
prelo), a quantificagio de acido cafeico, de aromadendrina-4’-metil
éter, de isosacuranetina e de artepelina C foi realizada para todas as
plantas cultivadas a partir das dez distintas regides. Por se tratar do
mesmo campo e das mesmas condi¢des de cultivo no mesmo perio-
do, os fatores que estdo ligados a sazonalidade, os quais foram apre-
sentados anteriormente na discussido sobre 6leos essenciais, tam-
bém serao validos, levando-se em conta a andlise desses fendélicos.

Qualitativamente, o 4cido cafeico e aromadendrina-4’-metil
éter (AME) foram detectados em todas as populagdes estudadas
durante todo o ano. Artepelina C foi encontrada na maioria das po-
pulac¢des estudadas, com excecdo de Colombo 1 (PR). Isosacurane-
tina foi o fenolico que apresentou maior varia¢do qualitativa, uma
vez que foi detectado principalmente nos tltimos seis meses, entre
novembro de 2004 e abril de 2005. O 4cido fertlico, a bacarina e o
acido 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopiranico (DCBEN)
(Marcucci et al., 2001) foram encontrados em quase todo o periodo
de andlise, mas em concentragdes inferiores ao limite de quantifica-
¢do previamente estabelecido (Sousa et al., 2009a).

Estatisticamente, a concentracdo de acido cafeico ndo variou
durante o periodo de estudo, considerando todos os individuos
entre todas as populacdes, com valor médio de 4%. A populacio
de Colombo 1 (PR) exibiu variagdes significativas para artepelina
C e AME. Por um lado, as concentra¢cdes de AME, comparando
a populacdo de Colombo 1 com outras populacdes, foram mais
elevadas, variando entre 0,45% e 1,11%. Por outro lado, as concen-
tracdes de artepelina C foram mais baixas (entre 0% e 0,16%). A
quantidade de isosacuranetina apresentou diferenca estatistica nas
populagdes de Paraguacu (MG) e Colombo 1 (PR). Os niveis de
concentracido desse flavonoide na regido de Paraguagu (MQG) foram
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maiores (entre 0% e 1,4%) em comparac¢do com outras populacdes,
enquanto que na populacdo de Colombo 1 (PR), isosacuranetina
nio foi detectada.

Considerando estudo comparativo entre todas as populagdes
envolvendo isosacuranetina e artepelina C, foi observado aumen-
to nos niveis desses componentes entre fevereiro e abril de 2005.
Nessa comparacio, os valores médios para aquele flavonoide, bem
como para o prenilado artepelina, foram 0,73 £ 0,07% e 0,55 *
0,1%, respectivamente. As concentra¢oes de aromadendrina-4’-
-metil éter comportaram-se de maneira diferente em relagio aos
outros compostos. A média de rendimento para esse fenolico foi
de cerca de 0,7 £ 0,13% em maio, decrescendo para 0,4 * 0,15%
até agosto. Em setembro, houve um novo aumento de 0,75 + 0,2%,
diminuiu posteriormente para 0,30 + 0,21% em janeiro e aumen-
tando para 0,65 % 0,13% em fevereiro, rendimento que foi mantido
até abril. Avaliando-se essas variacoes, os niveis de concentragio de
fevereiro a abril parecem ser mais estaveis.

Levando em considera¢io todos os dados dessa quantificacio
absoluta, a qual fo1 descrita na integra por Sousa et al. (no prelo),
observou-se que as concentragdes médias dos compostos avaliados
comegam a aumentar em agosto, mas os maiores valores sdo exi-
bidos entre fevereiro a abril de 2005. A Figura 13 demonstra, de
forma geral, as variacdes dos teores de dcido cafeico, AME, isosa-
curanetina e artepelina C, considerando os valores das médias entre
os dez acessos cultivados ao longo do periodo de estudo.

Considerando a interagéo entre a Baccharis dracunculifolia e a
Apis mellifera na producido de propolis verde, é interessante notar
que, de acordo com Lima (2005), a melhor época do ano para a
maior producio de prépolis verde brasileira é de dezembro a abril.
Sousa et al. (2009b) relataram que o rendimento de 6leo essencial
das folhas dessa planta é maior de fevereiro a abril. Nota-se que o
periodo 6timo para produzir a prépolis verde e o 6leo essencial foi
coincidente com o periodo de melhor produtividade de compostos
fenolicos. Portanto, pode-se inferir que a melhor época para a co-
lheita de Baccharis dracunculifolia, visando obter bons resultados
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Figura 13 — Efeito da sazonalidade para os fendlicos: acido cafeico, AME,
isosacuranetina e artepelina C. Calcularam-se as médias entre os dez acessos
cultivados ao longo de um ano

qualitativos e quantitativos, considerando-se os compostos fendli-
cos e os Oleos essenciais, € entre dezembro a abril, a qual coincide
com o verdo (Sousa et al., no prelo). Adicionalmente, o flavonoide
AME e o 4cido cafeico, quantificados nos extratos, juntamente
com o volatil (E)-nerolidol, presente no 6leo essencial, podem ser
considerados marcadores quimiotaxonomicos dessa espécie, tendo
em vista que aqueles foram detectados durante todo o periodo de
experimento e em dez diferentes populagdes (Sousa, 2007).

A técnica de cultivo apresentada demonstrou ser vidvel para
a cultura de mil plantas em uma area de 1.800m?. Os rendimen-
tos de planta seca, 6leo essencial e extrato bruto foram medidos
mensalmente, resultando em valores médios de 399g, 0,6% e 20%,
respectivamente. Assim, o cultivo em larga escala da Baccharis
dracunculifolia utilizando, por exemplo, uma drea de 10.000m?, o
que equivale a 1 hectare, permitiria a culura de 5.556 individuos,
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os quais podem fornecer, apés doze meses de cultivo, cerca de
2.200kg de planta seca, dos quais poderiam ser extraidos 13kg de
6leo essencial ou 440kg de extrato bruto (Sousa et al., no prelo).
Portanto, o cultivo dessa planta em larga escala para fins comerciais
¢ bastante vidvel, ja que industrias de média e grande produtividade
especializadas em plantas tém a capacidade de cultivar, pelo menos,
5 hectares da planta de interesse. A Figura 14 apresenta o potencial
da Baccharis dracunculifolia para a obtencdo de matérias-primas
padronizadas de alta qualidade, as quais poderio ser utilizadas para
o desenvolvimento de novos produtos naturais.

PROPOLIS VERDE BRASILEIRA DE ALTA
|

BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA

I Cultivo em larga }—>| Alta produgio de I

' {

| Extrato padronizado | | Oleo essencial |
Compostos fendlicos Constituintes
Estudos
| Atividade | farmacologicos | Atividade |
| Atividade | | Advidade |

Industria farmacéutica e

de cosméticos

NOVO PRODUTO

Figura 14 — Potencial da Baccharis dracunculifolia visando ndo somente melhorar
a producdo de propolis verde brasileira, mas também o desenvolvimento de
novos produtos naturais (Sousa et al., no prelo)
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A familia Asteraceae (ou Compositae) possui cerca de 23 mil
espécies, agrupadas em 1.535 géneros e 17 tribos, sendo que novos
géneros e espécies vém sendo descritos a cada ano. Quimicamente,
esta familia destaca-se pela enorme diversidade de metabdlitos
secundarios, sendo caracterizada principalmente pela presenca de
terpenoides e flavonoides (Bohlmann e Zdero, 1990).

O género Baccharis, pertencente a familia Asteraceae e a tribo
Astereae, possui cerca de 500 espécies, distribuidas principalmente
no Brasil, Argentina, Paraguai e Uruguai. A grande concentracdo
de espécies no Brasil, principalmente no cerrado, indica que esta
regido é um provavel centro de origem do género (Boldt, 1989;
Ferracini, 1995). No Brasil, mais de 120 espécies de Baccharis estdo
descritas, as quais estdo localizadas principalmente na regido su-
deste do pais. As plantas deste género sdo geralmente arbustos que
medem de 0,5 a 4,0 m de altura. Grande nimero destas espécies,
principalmente aquelas encontradas nos estados de Sdo Paulo,
Minas gerais, Santa Catarina e Parand, apresentam elevado valor
socioecondmico, sendo utilizadas na medicina popular para contro-
le ou tratamento de varias doengas (Verdi et al., 2005). Em relacéo
a quimica de micromoléculas, as espécies do género Baccharis sdo
caracterizadas pela presenca de triterpenos, diterpenos, principal-
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mente dos tipos clerodano e labdano, além de substancias fenolicas,
como flavonoides e derivados do 4cido cumarico (Bohlmann et al.,
1981; Zdero et al., 1989).

Devido a enorme importancia medicinal, comercial e ecologica,
vérias espécies de Baccharis tém atraido a atencdo de muitos pes-
quisadores, como € o caso da Baccharis dracunculifolia (Bold, 1989).

O primeiro estudo fitoquimico realizado com as partes aéreas da
Baccharis dracunculifolia foi realizado por Bohlmann et al. (1981),
os quais isolaram e identificaram os fenilpropanoides drupanina
(7), bacarina (8) e artepilina C (9) (Figura 15).

No inicio deste estudo, pouco se conhecia sobre o metabolismo
secundario e as atividades biologicas de Baccharis dracunculifolia,
apesar de sua considerdvel importancia. Inicialmente, alguns me-
tabolitos secundarios foram identificados nas folhas da Baccharis
dracunculifolia por meio de anélises em cromatografia liquida de
alta eficiéncia (Clae), evidenciando a presenca dos fenilpropanoides
acido cumarico (5) e acido ferdlico (6), além dos flavonoides canferol
(24), apigenina (18), isosacuranetina (27), pinocembrina (29), crisina
(20), galangina (22) e canferide (23) (Park et al., 2002) (Figura 15).

Dada a enorme importancia da planta, os estudos fitoquimi-
cos prosseguiram, demonstrando a presenca de naringenina (28),
isosacuranetina (27), aromadendrina-4’-metil éter (26), acacetina
(17), além dos ja conhecidos drupanina (7), bacarina (8) e artepilina
C (9), os quais foram isolados e identificados nas partes aéreas da
planta. Além disso, varios outros metabolitos polares foram iden-
tificados no extrato metanélico do vegetal (Nagatani et al., 2001;
Nagatani et al., 2002a; Nagatani et al., 2002b).

No intuito de demonstrar a semelhanca entre os perfis cromato-
graficos dos extratos hidroalcodlicos da propolis verde e dos brotos
de Baccharis dracunculifolia, foram realizadas varias anédlises em
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas (Clae-EM), identificando a presenca dos fenilpropanoi-
des acido cafeico (3), dcido cumérico (5), drupanina (7), bacarina
(8), artepilina C (9, 14, 15, 16) e dos compostos acido 3,4-dicafeoi-
lquinico (50), acido 3,5-dicafeoilquinico (51) e aromadendrina-4’-
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-metil éter ou diidrocanferide (26) (Kumazawa et al., 2003; Sawaya
etal., 2004).

Como resultado de nossos estudos fitoquimicos e biolégicos
iniciais com Baccharis dracunculifolia, isolamos e identificamos nas
partes aéreas do vegetal o 4cido diidrocindmico (2), o isosacurane-
tina (27), o aromadendrina-4’-metil éter (26) e o bacarina (8), além
de isolarmos do extrato das raizes os metabdlitos acido fertlico (6),
friedelanol (47) e 6xido de baccharis (49), sendo que alguns destes
demonstraram possuir atividade tripanocida contra as formas tri-
pomastigotas de Trypanosoma cruzi (da Silva Filho et al., 2004a)
(Figura 15).

Em seguida, Park et al. (2004) identificaram, por meio de ané-
lises em Clae, a presenca dos fenilpropanoides acido cumarico (5) e
acido ferdlico (6), além dos flavonoides canferol (24), apigenina (18),
isosacuranetina (27), pinocembrina (29), crisina (20), galangina (22),
canferide (23) e artepilina C (9) nas partes aéreas da Baccharis dra-
cunculifolia. Além disso, esses pesquisadores demonstraram nessas
analises que as composi¢des quimicas dos extratos hidroalcoolicos
dos brotos, das folhas jovens e das folhas maduras da Baccharis dra-
cunculifolia sdo significativamente distintas, tanto qualitativa quan-
to quantitativamente (Figura 15). Dessa forma, foi demonstrado
que a composi¢do quimica do extrato de Baccharis dracunculifolia
pode variar consideravelmente de acordo com a parte da planta co-
letada. Além disso, o perfil cromatografico do extrato dos brotos
de Baccharis dracunculifolia é o que mais se assemelha ao perfil cro-
matografico do extrato da prépolis verde, corroborando o modo de
coleta das abelhas. Isto é particularmente importante se considerar-
mos a futura padronizacio da coleta do vegetal para fins medicinais.

Estudos de identificagdo de metabolitos da Baccharis dracuncu-
lifolia foram realizados utilizando técnicas hifenadas (Clae-EM),
relatando a presenca dos fenilpropanoides acido cafeico (4), acido
ferdlico (6), drupanina (7), bacarina (8), artepilina C (9, 11, 12 e
13), dos flavonoides betulol (19), ermanina (21), canferide (23),
canferol (24), quercetina (25), aromadendrina-4’-metil éter (26) e
1sosacuranetina (27), da viscidona (31) e dos derivados dos ben-
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zofuranicos 34 e 35, dos diterpenos dcido isocupréssico (36), dcido
agatico (37), acido agélico (38) e acido cupréssico (39) e dos com-
postos 50 e 51 (Midorikawa et al., 2003) (Figura 15).

Em seguida, isolamos e identificamos varios metabdlitos secun-
darios nas partes aéreas da Baccharis dracunculifolia: os fenilpro-
panoides 4cido diidrocindmico (1), acido diiddrocumarico (2), acido
cumarico (5), drupanina (6), bacarina (7), dcido 3" -hidroxi-2",2"-
-dimetilcromano-1-propenoico (10), os flavonoides acacetina (17),
ermanina (21), aromadendrina-4’-metil éter (26), isosacuranetina
(27) e 30, os benzofuranos viscidona (31), 11-hidréxi-10,11-dii-
droeuparina (32), 6-hidroxitremetona (33), os diterpenos clero-
danicos 40, 41, 42 e 43 ¢ os triterpenos acido ursélico (44), dcido
2a.-hidroxi-ursélico (45) e uvaol (46) (Figura 15). Esses trabalhos
relataram pela primeira vez o isolamento e a identificagio dos tri-
terpenos dcido ursolico (44), dcido 2a.-hidréxi-ursélico (45) e uvaol
(46), além dos furanoditerpenos clerodanicos 40-43 e também dos
fenilpropanoides acido diidrocumaérico (2) e dcido diidrocindmico
(1) em Baccharis dracunculifolia.

Outros estudos fitoquimicos foram realizados, demonstrando
a presenca de mono e sesquiterpenos nas partes aéreas da planta,
alguns dos quais presentes também no 6leo essencial de Baccha-
ris dracunculifolia (Fukuda et al., 2006). Por outro lado, estudos
fitoquimicos realizados com as raizes de Baccharis dracunculifo-
lia demonstraram a presenca do friedelanol (47), friedelina (48) e
oxido de baccharis (49) (Resende, 2009) (Figura 15). Foram de-
monstradas também vérias atividades biol6gicas da Baccharis dra-
cunculifolia e de seus metabolitos, algumas das quais foram bem
similares aquelas previamente descritas para a propolis verde (da
Silva Filho, 2006; Missima et al., 2007; da Silva Filho et al., 2008b;
da Silva Filho et al., 2009).

Mais do que uma planta tradicionalmente utilizada pela po-
pulacio para o tratamento de problemas hepaticos e processos in-
flamatorios, a Baccharis dracunculifolia é utilizada pelas abelhas
(Apis mellifera) como principal fonte botanica para a producio da
propolis verde, a qual € historicamente conhecida, principalmente,
por suas propriedades antimicrobianas e anti-inflamatérias.
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Apos a descoberta da Baccharis dracunculifolia como sendo a
principal fonte botanica da prépolis verde, conforme demonstrado
nos trabalhos realizados por Bankova et al. (1999), seguidos dos
trabalhos de Park et al. (2002) e Kumazawa et al. (2003), muitas
pesquisas continuam sendo realizadas, demonstrando o grande
interesse dos pesquisadores por essa espécie vegetal.
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Figura 15 — Estruturas quimicas dos metabdlitos isolados e/ou identificados
em Baccharis dracunculifolia
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Figura 15 — Continuagdo
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Uma vez discutidos os aspectos fitoquimicos, analiticos e de
cultivo da Baccharis dracunculifolia, este capitulo apresenta algu-
mas das propriedades biologicas apresentadas por esta planta, as
quais foram investigadas por nosso grupo e demais pesquisadores.

Ensaios de citotoxicidade contra células tumorais

Atualmente, muitos metabolitos secundarios sio de grande
valor agregado devido as suas aplicagdes em medicamentos, cos-
méticos, alimentos e agroquimicos. No 6leo volatil extraido das
folhas de Baccharis dracunculifolia, os componentes majoritérios
encontrados foram B-selineno (10%), B-cariofileno (10%), germa-
creno-D (10%), espatulenol (10%) e nerolidol (20%) (Ferracini,
1995). Assim, considerou-se de grande importancia a avaliagdo
das atividades bioldgicas desses compostos visando aproveitar o
grande potencial desses produtos naturais para o desenvolvimento
de novos farmacos.

Com o intuito de avaliar in vitro a possivel acdo antitumoral
da Baccharis dracunculifolia, utilizamos células de carcinoma de
laringe humana (HEp-2), derivadas de carcinoma da mucosa naso-
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faringea humana. O efeito citotoxico da prépolis sobre essas células
foi investigado em trabalhos anteriores de nosso grupo (Bufalo et
al., 2009a), e posteriormente comparamos os resultados com os
apresentados no estudo sobre extrato e 6leos essenciais de Baccharis
dracunculifolia. Também analisamos os efeitos dos dcidos cafeico
e cinamico, utilizados como compostos de referéncia, avaliando a
viabilidade celular.

As culturas de células HEp-2 foram incubadas a 37 °C e 5% de
CO, por 48 horas com diluigdes especificas de cada variavel (ex-
trato e 6leo essencial de Baccharis, prépolis, dcido cafeico e acido
cindmico): 5, 10, 25, 50 e 100ug/100uL.. Os mesmos procedimen-
tos foram realizados com dimetilsulfoxido (DMSQO) 0,2% (solvente
do 6leo essencial) e etanol 70% (solvente dos extratos e compos-
tos isolados). Ap6s incubacdo, o meio de cultura foi removido, e a
viabilidade celular foi analisada pelo método do cristal violeta (Ait
Mbarek et al., 2007).

A Baccharis dracunculifolia (extrato e 6leo essencial, 5, 10 e
25ug/100ul) ndo apresentou efeito na viabilidade celular. Entre-
tanto, concentracdes mais elevadas exibiram acéo citotéxica contra
as células HEp-2 de modo concentracdo-dependente (Bufalo et al.,
2010). Fukuda et al. (2006) relataram que extratos das folhas de
Baccharis dracunculifolia apresentaram potente atividade citotoxica
contra células de leucemia (L1210).

Os dados demonstraram que 5 e 10ug/100uLL de prépolis nao
apresentaram efeito na viabilidade celular, mas concentra¢des mais
elevadas (25, 50 e 100ug/100uL) exibiram eficiente atividade con-
tra as células HEp-2 de modo concentracdo-dependente. As cé-
lulas HEp-2 apresentaram morfologia tipica (forma epitelioide),
com poucas células redondas quando estas foram incubadas com
5 e 10pg/100uL. Por outro lado, mudangas na morfologia celular,
incluindo lise e desorganiza¢do da monocamada celular, foram ob-
servadas apés incubagdo com 25, 50 e 100pug/100ul.. A préopolis
possui significante citotoxicidade para vérias células tumorais, tais
como células de fibrossarcoma humano (HT-1080) e células de
adenocarcinoma do pulmao humano (A549) (Banskota et al., 2002).
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Foi relatado que a atividade antiproliferativa da propolis sobre
as células tumorais pode resultar do efeito sinérgico de seus cons-
tituintes. Kujumgiev et al. (1999) sugeriram que as propriedades
biologicas da prépolis sio devidas a uma mistura natural de seus
constituintes, e um Uinico componente ndo apresentaria uma ati-
vidade maior do que o extrato total. Assim, para investigar a acdo
antitumoral de compostos isolados, ambos presentes na propolis
e em Baccharis dracunculifolia, bem como para compreender seus
mecanismos de acdo, utilizamos os acidos cafeico e cindmico em
nossos ensaios antitumorais. Nossos resultados demonstraram que
o acido cindmico (5, 10 e 25ug/100uL) e dcido cafeico (5ug/100ul)
nio apresentaram efeito na viabilidade celular, havendo efeitos
citotéxicos somente em elevadas concentragdes.

Um dos constituintes da propolis mais investigado com relacdo
a atividade antitumoral € o cafeato de feniletilo (Cape, na sigla em
inglés), embora outros compostos fenolicos e diterpenoides isola-
dos da prépolis também apresentem propriedades antitumorais
(Banskota et al., 2001). O Cape foi investigado sobre células de
cancer oral e fibroblasto oral humano normal, revelando efeito cito-
toxico sobre as células tumorais, mas nao sobre as células humanas
normais (Lee et al., 2005). Segundo Jin et al. (2008), o tratamento
das células de leucemia mieloide humana (U937) com Cape dimi-
nuiu o nimero de células vidveis de maneira tempo-dependente e
dose-dependente, provavelmente devido a apoptose.

Derivados do acido cindmico da prépolis (bacarina e drupanina)
apresentaram atividade antitumoral in vitro sobre células de leuce-
mia mielocitica humana (HL60), possivelmente devido a inducéo
da apoptose (Akao et al., 2003). Foi sugerido que as propriedades
citotéxicas da prépolis e da Baccharis dracunculifolia podem tam-
bém ser explicadas devido & presenca de flavonoides e outros com-
postos fenolicos em sua composi¢do (Moreno et al., 2005).

E importante ressaltar que os solventes utilizados (etanol e
DMSO) nio interferiram na viabilidade celular, evidenciando,
dessa forma, que os efeitos citotoxicos foram exclusivamente devi-
dos as variaveis estudadas.
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Com base nesses resultados, nossos dados refor¢am a atividade
antitumoral da propolis in vitro, anteriormente relatada pelo nosso
grupo e por outros pesquisadores (Sforcin, 2007). Além disso, a
Baccharis dracunculifolia apresentou atividade citotéxica contra
células tumorais. Os acidos cafeico e cindmico também demons-
traram atividade citotoxica, podendo-se especular que esses acidos
poderiam estar envolvidos no mecanismo de agdo da prépolis e da
Baccharis dracunculifolia contra as células HEp-2. Futuras inves-
tigacdes sdo necessarias para entender seus mecanismos de agio,
bem como para explorar o potencial dessas varidveis como agente
antitumoral in vivo.

Ensaios antivirais

Dando continuidade aos nossos estudos com Baccharis dra-
cunculifolia, investigamos a atividade antiviral dessa planta, visto
que muitos produtos naturais e seus derivados sdo considerados
potenciais candidatos para o tratamento de doencas virais huma-
nas (Gekker et al., 2005). Recentemente, foi investigado o efei-
to inibitério dos extratos de plantas medicinais na replicagdo de
varios virus, revelando que o virus da herpes simples (HSV), o da
imunodeficiéncia humana (HIV), o da hepatite B (HBV) e o da
sindrome respiratéria aguda severa (sars) foram fortemente ini-
bidos (Mukhtar et al. 2008). Esses resultados despertaram nosso
interesse em investigar a a¢do antiviral da Baccharis dracunculifolia
sobre o poliovirus (PV).

O PV é um virus nio envelopado e constituido de fita inica de
RNA, membro da familia Picornaviridae e género Enterovirus. E
o0 agente etiolégico da poliomielite, e, uma vez que o virus atinge o
sistema nervoso central, o individuo acometido pode desenvolver a
poliomielite paralitica — doenca caracterizada pela paralisia flacida,
que difere da rigidez muscular que ocorre em outras doengas. A
incidéncia da poliomielite paralitica tem reduzido nas ultimas dé-
cadas devido a imunizagio pelas vacinas. Entretanto, essa doenga
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ainda ¢é endémica na Asia e na Africa. O PV é um dos modelos
virais mais estudados, devido a sua replicacdo em vérios tipos de
culturas celulares (FFaccin et al., 2007).

Assim, analisamos a atividade antiviral do extrato e do 6leo es-
sencial de Baccharis dracunculifolia, da prépolis e de compostos iso-
lados (4cidos cafeico e cindmico) contra o PV. Essas variaveis foram
incubadas com as células HEp-2 anteriormente, simultaneamente
ou subsequentemente a adi¢do do PV as culturas celulares, visando
compreender os mecanismos de a¢do das variaveis analisadas.

O poliovirus tipo 1 (PV1), cepa vacinal Sabin I, estocado a -80
°C, foi propagado em culturas de células HEp-2 e mantido a -80
°C. O titulo viral foi expresso em dose infecciosa em 50% da cultura
celular (TCID, ). Para verificar a atividade antiviral das variaveis
sobre a replicacdo do PV1, utilizamos trés diferentes protocolos:

— Pré-tratamento: as células HEp-2 foram incubadas com as
concentragdes que nio foram citotdxicas: Baccharis dracun-
culifolia (extrato e 6leo essencial), acidos cafeico e cinAmico =
5, 10 e 25ug/100uL; propolis = 5 e 10ug/100uL. Apds duas
horas, o meio de cultura foi removido e 100 TCID, /100uL
(usando a diluicdo de 10%° do estoque viral) foram adiciona-
dos e incubados por 48 horas a 37 °C.

— Tratamento simultdneo: as culturas de células HEp-2 foram
incubadas simultaneamente com as concentra¢des nao ci-
totoxicas de cada varidvel e a suspensio viral por 48 horas.

— Pds-tratamento: as células HEp-2 foram incubadas com a
suspensao viral por duas horas. Ap6s a incubacédo, o meio de
cultura foi removido, e as concentrac¢des nio citotéxicas das
variaveis foram adicionadas e incubadas por 48 horas.

As células somente com virus (sem nenhuma variavel) foram
consideradas controle positivo. A porcentagem de atividade antivi-
ral foi determinada pela técnica do cristal violeta (Ait Mbarek et al.,
2007), e a quantificacdo viral foi determinada pela reagdo em cadeia
da polimerase em tempo real (PCR em tempo real), para verificar
em que passo da replicagio viral as varidveis poderiam interferir.
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Apos a extragio do RNA total e sintese do cDNA, foi realizado
o PCR em tempo real, utilizando os primers especificos para o
gene do capsideo do PV (VP1-VP4). A porcentagem de reducio da
quantificacio de RNA viral tanto no sobrenadante da cultura celu-
lar como nas amostras do lisado celular foi calculada considerando o
controle positivo como 100% e utilizando a férmula: [1 - (RNA das
amostras / RNA controle)] x 100.

No pré-tratamento, o extrato de Baccharis dracunculifolia reve-
lou a mais eficiente a¢io antiviral (31%), seguida pelo 6leo essencial
de Baccharis dracunculifolia (28,9%), pela propolis (10,9%), pelo
acido cindmico (10,5%) e pelo 4cido cafeico (8,5%).

No tratamento simultaneo, a melhor inibi¢do da replicagio viral
foi observada utilizando-se o extrato de Baccharis dracunculifolia
(74%), seguido pela propolis (52,2%), pelo 6leo essencial de Bac-
charis (33,3%), pelo acido cinamico (29,8%) e pelo acido cafeico
(26,7%).

Dados do pés-tratamento demonstraram que as mais eficien-
tes variaveis foram o 6leo essencial de Baccharis (49,6%), propolis
(39,1%), extrato de Baccharis dracunculifolia (36,1%), acido cafeico
(22,3%) e acido cinamico (7,9%).

Comparando-se as varidveis em relacdo as concentracgdes e a
melhor a¢do antiviral, em todos os protocolos (pré-tratamento,
simultaneo e pds-tratamento), verificamos que o extrato de Bac-
charis dracunculifolia (25ug/100ul.) apresentou a melhor atividade
antiviral (74%) no tratamento simultaneo.

Quanto a quantificacio relativa do RNA viral, havia mais virus
no lisado das células do que no sobrenadante. No pré-tratamento,
as varidveis foram removidas antes da adi¢do do virus, o que pode-
ria deixar as células mais resistentes ao ataque. Entretanto, houve
uma maior entrada viral nas células, em comparacdo ao tratamento
simultidneo. Por outro lado, no pés-tratamento, as variaveis foram
adicionadas ap0s o virus, e a quantificacio do RNA viral foi maior
do que o tratamento simultdneo. Pode-se especular que as variaveis
poderiam interferir na saida do virus das células infectadas, ou
levou a degradacio do RNA viral no sobrenadante ap6s sua saida.
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A investigacdo de produtos naturais com agdo antiviral tem
atraido o interesse dos pesquisadores. Todavia, em nenhum traba-
lho da literatura foi encontrado algo sobre a atividade antiviral da
Baccharis dracunculifolia. Extratos de Tridax procumbens, Carissa
carandas, Mallotus philippensis, Agaricus brasiliensis e Euphorbia
grantii mostraram-se eficazes contra a replicagio do poliovirus tipo
1 (Felipe et al. 2006). Nosso trabalho descreveu pela primeira vez a
atividade antiviral dessa planta sobre a replicacdo do PV1 (Bufalo
etal., 2009b).

Extratos de Baccharis trinervis apresentaram efeito inibitério
sobre a replicacdo do HSV e HIV quando adicionados simulta-
neamente ao virus, sugerindo que os extratos inibiram o ataque do
virus as células, a fusio virus-célula ou a fusdo célula-célula (Palo-
mino et al., 2002).

Estudos da atividade antiviral da prépolis foram realizados con-
tra varios virus, incluindo HIV, HSV, virus da influenza, adeno-
virus e virus da estomatite vesicular, revelando efeito inibitério
sobre a replicacdo destes (Gekker et al., 2005; Moreno et al. 2005).
Serkedjieva et al. (1992) relataram que o pré-tratamento de cé-
lulas caninas epiteliais renais (MDCK) com propolis ndo exer-
ceu efeito na replica¢io do virus influenza. Contudo, a reducédo da
infectividade viral fo1 observada quando a propolis foi adicionada
simultaneamente com o virus ou imediatamente ap6s a inoculacdo
viral, sugerindo que a penetracéo viral foi inibida no estagio inicial
do ciclo replicativo.

De acordo com Huleihel e Isanu (2002), a prépolis inibiu em
50% a infeccdo do HSV, apontando uma forte interagio entre a
propolis e a superficie das células Vero, mas ndo com as particulas
de HSV. A administrac¢io da propolis anterior ou simultaneamente
a infeccdo apresentou a melhor acéo inibitéria, sugerindo que esse
efeito deveu-se, possivelmente, ao bloqueio pela prépolis de recep-
tores na membrana celular para o HSV ou mudangas no interior das
células, que por sua vez poderiam afetar o ciclo de replicacio viral.
Esses achados indicaram o potencial da propolis como possivel
agente antiviral.
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A avalia¢do de compostos isolados é importante para o entendi-
mento de possiveis mecanismos de acdo da propolis e de sua fonte
vegetal. Em nosso trabalho, os dcidos cafeico e cindmico apresenta-
ram atividade antiviral, porém em menor grau quando comparados
com a Baccharis dracunculifolia e a propolis, sugerindo que esses
acidos poderiam estar envolvidos nos efeitos antivirais da Baccharis
dracunculifolia e da propolis.

Em suma, os melhores resultados foram obtidos no tratamento
simultaneo, seguido pelo pré-tratamento e pelo pds-tratamento,
para o extrato de Baccharis dracunculifolia, acidos cafeico e cina-
mico, 6leo essencial e prépolis, tanto para as amostras do sobrena-
dante como para as amostras do lisado. Verificamos também que os
resultados de PCR em tempo real correlacionaram com os dados
do ensaio antiviral, havendo uma associagido entre a maior ativi-
dade antiviral das varidveis (método do cristal violeta) e a menor
quantificacio viral relativa por PCR em tempo real.

A Baccharis dracunculifolia (25ug/100ul.) apresentou a mais
eficiente porcentagem de atividade antiviral evidenciada pelo méto-
do do cristal violeta (74%) no tratamento simultaneo, o que foi asso-
ciado com a menor quantificagio viral relativa pela PCR em tempo
real. Algumas explicacdes para esse efeito seriam: a) bloqueio parcial
da entrada viral nas células; b) interferéncia nos passos de replicacio
do ciclo viral nas células; c) degradacdo do RNA antes da entrada
do virus na célula ou ap06s a liberacio do virus para o sobrenadante.
Entretanto, novas investiga¢bes sdo necessarias, a fim de explorar
melhor o potencial dessas varidveis como agentes antivirais e para
compreender os mecanismos de acdo contra a replicagdo do PV1.

Acdo imunomoduladora

Producao de anticorpos

Nos ultimos anos tem havido um crescente interesse por parte
dos pesquisadores quanto a descoberta de produtos naturais com
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acio moduladora sobre o sistema imunologico. A propriedade imu-
nomoduladora da prépolis tem sido amplamente investigada (Sfor-
cin, 2007), porém é escasso o conhecimento sobre a a¢io de sua prin-
cipal fonte vegetal, a Baccharis dracunculifolia, no sistema imune.

Nesse sentido, analisamos a acdo do extrato de Baccharis dra-
cunculifolia a 10% e de alguns compostos isolados (dcido cafeico e
quercetina, 100mg/kg) sobre a producio de anticorpos por ratos
imunizados com albumina sérica bovina (BSA). O efeito do extrato
etanolico de propolis 10% do Brasil e da Bulgéaria também foi ana-
lisado, visando comparar amostras de propolis oriundas de clima
tropical e temperado, respectivamente.

Ratos machos (Rattus norvegicus) foram tratados com 0,4ml de
cada varidvel por gavagem duas vezes ao dia, por trés dias consecu-
tivos. Apés 24 horas do ultimo tratamento, os animais foram imu-
nizados com inje¢do subcutanea de BSA (4mg/ml) em adjuvante
completo de Freund. Apés quinze e trinta dias, os ratos foram imu-
nizados com BSA (4mg/ml) sem adjuvante incompleto de Freund e
somente com BSA (2mg/ml), respectivamente (Sforcin et al., 2005).

O extrato de Baccharis dracunculifolia induziu o aumento na
producdo de anticorpos, embora néo significativamente quando
comparado com o controle, mas eficientemente quando compara-
do com os grupos tratados com propolis (ibidem). Os resultados
obtidos com os compostos isolados (acido cafeico e quercetina) ndo
demonstraram efeito na produgio de anticorpos. Dados da literatu-
ra relatam que o dcido cafeico e a quercetina sdo responsaveis pelas
propriedades antimicrobianas (Mirzoeva et al., 1997) e antitumo-
rais (Lee et al., 2000). Além do efeito de cada constituinte, pode
haver efeito sinérgico de varios componentes, conferindo diferentes
atividades farmacolégicas a préopolis.

Nossos resultados demonstraram também que a administragdo
de propolis em ratos aumentou o titulo de anticorpos anti-BSA apos
quinze dias de imunizag¢io. Embora possa haver diferengas na com-
posicdo quimica entre as amostras de propolis do Brasil e da Bulgéria
devido a flora local, em nosso estudo ambas as amostras estimula-
ram a produg¢io de anticorpos na mesma magnitude apds quinze



54 ADEMARA. DASILVAFILHO ¢ JOSE M.SFORCIN e LIGIAR.DAS. TONUCI » MICHELLE C.BUFALO

dias de imunizagdo. Nio houve efeito do solvente da propolis nesse
ensaio, pois os grupos tratados com soluc¢do hidroalcodlica apresen-
taram o mesmo padrio de produg¢io de anticorpos que o grupo con-
trole. A habilidade da prépolis em modular a sintese de anticorpos é
parte de sua atividade adjuvante, uma vez que esse produto apicola
apresenta potente efeito sobre diferentes células da resposta imune
inata (Orsi et al., 2000; Murad et al., 2002; Sforcin et al., 2002).

Scheller et al. (1988), utilizando a metodologia de células for-
madoras de placas, verificaram que a prépolis estimula a produ-
¢do de anticorpos em ratos imunizados com eritrécitos de carneiro
(SRBC), e sugeriram que a propolis atua em curto prazo no sistema
imune. Nossos dados, apos tratamento de ratos com propolis por
trés dias, corroboraram essa afirmacio.

Chu (2006) observou que peixes que receberam vacina inati-
vada contra Aeromonas hydrophila intraperitonealmente, acrescida
de propolis, apresentaram titulos de anticorpos significativamente
mais elevados em relagdo ao grupo que recebeu somente a vacina,
em todos os periodos de tempo avaliados, bem como atividade fa-
gocitica mais elevada. Fischer et al. (2007) verificaram que a proé-
polis, além de estimular a resposta imune humoral ao herpesvirus
suino tipo 1, também induziu o aumento na expressdo génica de
IFN-y, correlacionando esse aumento a prote¢do observada nos
animais vacinados e posteriormente desafiados. Essas observagdes
refor¢cam a ideia de que os imunoestimulantes poderiam ativar célu-
las apresentadoras de antigeno, estimulando-as a produzir citocinas
ativadoras de linfocitos T e B. Nossos resultados sugerem a possivel
utilizacdo da prépolis e da Baccharis dracunculifolia como adjuvan-
te em vacinas.

Producao de intermediarios reativos do oxigénio,
como o peréxido de hidrogénio (H,0,),
e do nitrogénio (NO)

Os oxidantes podem danificar importantes moléculas do hospe-
deiro, estando envolvidos no dano tecidual associado a doengas in-
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flamatorias. Entretanto, sua produgéo esta relacionada a destruigio
de microrganismos, sendo um importante mecanismo microbicida
da resposta imune. Em trabalho anterior de nosso grupo, verifica-
mos que a incubagdo de macrofagos com prépolis (2,5 a 100ug/ml)
in vitro induziu a elevagdo na produgdo de H,O, (Orsi et al., 2000).
O NO também é um importante radical microbicida, por inibir a
respira¢do mitocondrial e a sintese de DNA, bem como o trans-
porte ativo na membrana de microrganismos. Em nossos ensaios,
a propolis inibiu a geragdo de NO por macréfagos peritoneais de
camundongos (ibidem).

Em seguida, avaliamos a acdo de trés principais fontes vegetais
de prépolis em nossa regido (Araucaria angustifolia, Baccharis dra-
cunculifolia e Eucalyptus citriodora, 5, 10 e 20ug/ml) sobre o esta-
do de ativagdo de macréfagos por meio da determinagao de H,O,
e NO.

O extrato isolado dessas plantas ndo exerceu efeito sobre a pro-
ducdo de tais metabdlitos (Lopes et al., 2003), sugerindo que a acdo
da propolis € uma consequéncia dos produtos derivados das plantas
e da adigdo de cera e secrectes das abelhas. Ademais, podem haver
efeitos sinérgicos dos componentes responsaveis pelos diferentes
efeitos farmacoldgicos desse produto apicola.

Dando continuidade aos estudos com Baccharis dracunculifolia,
investigamos o efeito do extrato total das partes aéreas, do extrato
do lavado glandular, do extrato das folhas, do extrato das raizes e do
oleo essencial dessa planta sobre o estado de ativagdo de macrofa-
gos, bem como de substancias purificadas. Os dados revelaram que
o extrato do lavado glandular, o extrato das folhas e o extrato das
raizes induziram a elevagdo na geragao de H,O, por macréfagos.
Com rela¢ido aos compostos isolados, o éxido de baccharis e o frie-
delanol estimularam a produgado de H,O,. Esses achados sugerem
fortemente a a¢do ativadora de extratos e compostos isolados de
Baccharis dracunculifolia sobre macréfagos (Missima et al., 2007).
Futuras investigacdes contribuirdo para o melhor entendimento
da acdo imunomoduladora dos extratos dessa planta, bem como de
seus metabolitos secundérios.
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Ensaios analgésicos e anti-inflamatérios

A resposta inflamatéria é um mecanismo pelo qual o organismo
se defende contra infeccdes e repara danos teciduais. Porém, se a
inflamacdo persistir, torna-se patolégica, causando danos ao hos-
pedeiro (Andrade, 2005), podendo ser considerada como uma res-
posta estereotipada dos tecidos sob os efeitos de estimulos nocivos.
Os agentes flogogénicos sdo aqueles que produzem inflamacio ou
fendémeno flogistico.

A palavra inflamacéo significa “colocar fogo”, o que implica a
cor vermelha, a possibilidade de aquecimento e a geracdo de dor.
Ela é particularmente apropriada para a resposta fisioldgica do
organismo frente a uma lesdo, infec¢io e, ocasionalmente, autoa-
gressdo (Trowbridge e Emling, 1996; Andrade, 2005).

As caracteristicas da inflamacdo foram primeiramente descritas
por Celsus (30 a.C.-38 d.C.), o qual descreveu os quatro sinais car-
dinais da inflamagdo: rubor (hiperemia), tumor (edema), calor (au-
mento da temperatura local) e dor. Posteriormente, Galeno (130-
200d.C.) e finalmente Hunter (1728-1793) adicionaram a perda da
funcio (Douglas, 1994; Andrade, 2005).

Muitos métodos tém sido pesquisados para reduzir os sintomas
da dor, e as plantas representam uma parcela importante nesse
contexto, sendo utilizadas na medicina popular para esse fim, como
¢ o caso da papoula (Papaver sominferum), descrita nas primei-
ras farmacopeias da Babildnia e da Suméria (Pelt, 1979; Andrade,
2005; da Silva Filho, 2006). Varias espécies do género Baccharis tém
sido amplamente utilizadas pela populagdo para o tratamento de
processos inflamatérios, como é o caso da Baccharis dracunculifolia
(Cifuente et al., 2001). Recentemente, foi relatado que a prépo-
lis verde possui expressiva atividade anti-inflamatéria (Reis et al.
2000; Paulino et al., 2006; Paulino et al., 2008).

Com o intuito de comprovar seu uso popular, a atividade an-
ti-inflamatoéria da Baccharis dracunculifolia foi investigada pelo
nosso grupo de pesquisa. Para isso, a planta foi coletada e autenti-
cada, e o extrato hidroalcodlico de suas partes aéreas foi preparado
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(da Silva Filho, 2006; Santos et al., 2010) e utilizado em véarios mo-
delos inflamatérios in vivo, como edema de pata em ratos induzido
por carragenina, edema de pata em ratos induzido por histamina,
contor¢des abdominais induzidas por acido acético (da Silva Filho,
2001; da Silva Filho et al., 2004b), teste de formalina (Mendes et
al., 2000), entre outros (Santos et al., 2010). Além disso, o extrato
foi investigado in vitro frente a atividade da enzima ciclooxigena-
se-2 (COX-2) e o fator NF-«B (Schihly et al., 2009).

O extrato hidroalcoodlico das partes aéreas da Baccharis dra-
cunculifolia, administrado por via oral nas doses de 50, 100, 200 e
400mg/kg, foi capaz de inibir as contor¢des abdominais induzidas
pela inje¢do de acido acético 0,6% em camundongos quando com-
parado ao grupo controle (1% de Tween 80 em salina), sendo a mé-
xima inibicdo (43%) ocorrida com a dose de 100mg/kg (da Silva
Filho, 2006; Santos et al., 2010).

Nesse método de contor¢des abdominais, o acido acético age in-
diretamente, liberando mediadores endégenos, como PGI, e PGE,
que sio capazes de sensibilizar os receptores periféricos da dor e
também estimular neur6nios que sio sensiveis a outras drogas que
agem no sistema nervoso central (SNC), como os opioides (Mat-
sumoto et al., 1998; Jain et al., 2001). Desse modo, as contor¢des
abdominais produzidas pelo acido acético sio bloqueadas tanto
por substincias analgésicas opioides quanto por anti-inflamatérios
nao esteroidais (Rates e Barros, 1994; Willianson et al., 1996). No
entanto, esse método é inespecifico, podendo conduzir a resultados
falso-positivos com alguns compostos ndo analgésicos, como anti-
-histaminicos, inibidores da monoaminoxidase (MAQ) e sedativos
(Rates e Barros, 1994).

Em seguida, avaliamos o extrato hidroalcoolico de Baccharis
dracunculifolia no modelo de nocicepgdo induzida por formalina.
Esse teste permite avaliar duas fases distintas de sensibiliza¢io
da dor. A primeira fase ocorre nos primeiros cinco minutos apés
a injecdo da formalina (resposta nociceptica neurogénica ou fase
neurogénica) e é caracterizada pela estimulacdo direta de nocicep-
tores presentes na fibra aferente C e, em parte, em fibras Ad (libera
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substancia P e glutamato). A segunda fase € a de nocicepg¢io, que
ocorre entre quinze e trinta minutos apds a injecdo da formalina
(chamada de resposta nociceptiva inflamatéria ou fase inflamato-
ria) e esta relacionada a libera¢do de mediadores proinflamatorios,
como bradicinina, histamina, prostaglandinas e serotonina (Reeve
e Dickenson, 1995; da Silva Filho, 2006; Santos et al., 2010).

O extrato hidroalcodlico das partes aéreas da Baccharis dracun-
culifolia (25mg/kg a 400mg/kg, via oral) apresentou significativa
inibi¢do tanto na fase neurogénica (58% de inibigdo) quanto na fase
inflamatoria (83%). Esses resultados sugerem que a atividade anti-
-inflamatéria da Baccharis dracunculifolia pode estar relacionada
ao efeito observado no ensaio da formalina. Entretanto, a inibic¢do
observada na primeira fase desse ensaio sugere que o extrato possa
também estar interferindo na producio ou liberagdo de neuropep-
tideos ou glutamato. Os dados obtidos demonstram a influéncia do
extrato tanto na acdo de neuropeptideos como na do glutamato (da
Silva Filho, 2006; Santos et al., 2010).

Em seguida, avaliamos o extrato hidroalcoolico de Baccharis
dracunculifolia frente ao ensaio de inibi¢do do edema de pata em
ratos, o qual foi induzido pela utilizacdo de carragenina e, em novo
ensaio, pela histamina. A formacio do edema ap6s injecio de car-
ragenina na pata de rato é devida a liberagio de varios mediadores
endogenos, principalmente prostaglandinas, que alcangam seus
picos em torno da terceira hora. Inibidores da ciclooxigenase, como
a indometacina, podem inibir a formagio do edema, sendo esse
teste ttil para a detec¢do de farmacos anti-inflamatérios (Di Rosa,
1972). Portanto, sugere-se que extratos e substincias que inibam o
edema provocado por carragenina tenham atividade principalmen-
te sobre a sintese de prostaglandinas, normalmente agindo sobre as
cicloxigenases (Alvarez et al., 2000; Santos et al., 2010).

O tratamento com o extrato de Baccharis (300mg/kg e 400mg/
kg), por via oral, inibiu significativamente a formacdo do edema
de pata em ratos ap6s administracido intraplantar de carragenina
em 39,3% e 47,5%, respectivamente (da Silva Filho, 2006; Santos
et al., 2010). Por outro lado, quando avaliado no ensaio de inibi-
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¢do do edema de pata induzido por histamina em ratos, o extrato
hidroalcoodlico de Baccharis dracunculifolia ndo inibiu a formacao
do edema.

Quando avaliado in vitro frente a atividade da enzima ciclooxi-
genase-2, o extrato de Baccharis foi capaz de inibir a enzima COX-
2, com IC, de 45ug/ml. Em contrapartida, esse extrato nao causou
efeito inibitério na atividade do fator de transcri¢do nuclear NF-
kB. Outros ensaios também foram realizados (da Silva Filho, 2006;
Santos et al., 2010), revelando que o extrato hidroalcodlico das par-
tes aéreas da Baccharis dracunculifolia possui expressiva atividade
anti-inflamatoria.

Recentemente foi demonstrado que tanto a prépolis verde quan-
to seu principal constituinte (artepilina C) possuem atividade anti-
-inflamatéria significativa (Reis et al., 2000; Paulino et al., 2006;
Paulino et al., 2008). Além disso, foi observado que a artepilina
C, que também esta presente no extrato hidroalcodlico das partes
aéreas da Baccharis dracunculifolia, diminui a formacdo do edema
de pata induzido por carragenina em ratos e diminui a formagio
de prostaglandina E, e a produgao de 6xido nitrico em células Raw
264.7 (da Silva Filho, 2006; Santos et al., 2010).

Os resultados confirmam o uso popular das folhas de Baccharis
dracunculifolia no tratamento de processos inflamatérios e com-
provam que, assim como a prépolis verde, o extrato hidroalcoolico
de suas partes aéreas possul atividade anti-inflamatéria. Embora a
atividade frente a enzima COX-2 tenha sido observada, o envol-
vimento de outros alvos ndo pode ser descartado (da Silva Filho,
2006; Santos et al., 2010). Assim, estudos adicionais devem ser
realizados futuramente para se conhecer o real mecanismo de agio
anti-inflamatoria da Baccharis dracunculifolia.

Ensaios antiulcera

A dlcera gastrica é uma lesdo benigna da mucosa gastrica ou
duodenal que ocorre onde o epitélio da mucosa € exposto a fatores
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agressivos. Essas tlceras gastricas ou duodenais afetam grande
numero de pessoas em todo o mundo e s3o provocadas por varios
fatores: estresse, tabagismo, deficiéncias nutricionais e ingestdo de
farmacos anti-inflamatérios ndo esteroidais (Lemos et al., 2007;
Andrade, 2005). A causa habitual da ulceracdo é o desequilibrio
entre os fatores gastrintestinais defensivos (forgas de resisténcia
da mucosa) e agressivos (velocidade de secrecdo do suco géstrico)
(Andrade, 2005).

A mucosa géstrica é continuamente exposta a agentes potencial -
mente irritantes, como dcido, pepsina, ingredientes alimentares,
bactérias e medicamentos, os quais estdo implicados na patogénese
da tlcera géstrica, incluindo o aumento da secrecio gastrica de acido
e pepsina, a diminuic¢do do fluxo sanguineo géstrico, a supressio de
producdo de prostaglandinas endégenas, a inibicio da proliferacdo
de células da mucosa e a alteracdo da mobilidade géstrica (Konturek
etal., 1998; Andrade, 2005).

O tratamento atual da tlcera péptica é geralmente baseado na
inibicdo da secrecdo gastrica pela utilizacdo, principalmente, de
antagonistas seletivos de receptores H, da histamina e inibidores da
bomba de prétons, H*/K* ATPase (Andrade, 2005). Entretanto, a
maior parte desses farmacos produz efeitos adversos graves, como
hipersensibilidade, arritmias, impoténcia, ginecomastia e alteracdes
hematopoiéticas (Lemos et al., 2007). Isso implica na necessidade
de desenvolvimento de fairmacos mais eficazes e seguros que pos-
sam ser utilizados no tratamento das tlceras pépticas e duodenais.

Muitos metabdlitos secundérios isolados de plantas medicinais
apresentam atividade antitlcera, e varias plantas sdo atualmente
utilizadas na medicina popular brasileira para esse fim (Andrade,
2005; Lemos et al., 2007).

Recentemente, nosso grupo de pesquisas avaliou a atividade
antitlcera do extrato hidroalcoélico da prépolis verde, evidencian-
do seu efeito gastroprotetor (Barros et al., 2008). Baseado nesses
estudos e, principalmente, considerando que a Baccharis dracun-
culifolia é uma espécie medicinal utilizada popularmente no Brasil
para o tratamento de tlceras, nosso grupo de pesquisas realizou
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estudo in vivo para avaliar a atividade antitilcera do extrato hidroal-
codlico das partes aéreas da Baccharis dracunculifolia (Lemos et al.,
2007). Utilizamos os modelos de tlcera induzida por etanol, por
indometacina (anti-inflamatorio ndo esteroidal), por estresse e por
determinacdo da secrecdo gastrica (ibidem).

Os resultados demonstraram que o extrato hidroalcodlico das
partes aéreas da Baccharis dracunculifolia, utilizado nas doses de 50,
250 e 500mg/kg (via oral), inibiu a formagao de tlceras induzidas
por etanol em 79,9%, 95,0% e 98,9%, respectivamente, em relacio
ao grupo controle, no qual os animais receberam somente o veiculo
para a solubilizacio do extrato (ibidem).

Do mesmo modo, o extrato hidroalcodlico das partes aéreas da
Baccharis dracunculifolia promoveu a inibicdo das dlceras provo-
cadas pela utilizacdo de indometacina em 44,5%, 74,8% e 75,6%,
quando o extrato foi administrado por via oral nas doses de 50, 250
e 500mg/kg, respectivamente (ibidem).

De forma similar, o extrato de Baccharis dracunculifolia também
promoveu a reducdo da formacdo das tlceras provocadas por es-
tresse nos animais, com percentagens de inibicio em torno de 70%
para as doses mencionadas anteriormente. Além disso, esse extrato
reduziu significativamente o volume de suco géstrico nos animais
tratados, em comparagio aos animais do grupo controle (ibidem).

A anilise dos resultados obtidos nesse estudo evidenciou que o
extrato hidroalcodlico das partes aéreas da Baccharis dracunculifolia
apresenta atividade gastroprotetora, a qual foi evidenciada pela
significativa inibi¢do da formagio de tlcera em diferentes modelos
experimentais in vivo, além de diminuir também a secrecdo géstrica
nos animais. A andlise fitoquimica do extrato utilizado sugere que a
atividade apresentada esteja relacionada a presenca de flavonoides,
acido cindmico e triterpenos presentes na Baccharis dracunculifo-
lia. Os resultados obtidos foram similares aqueles observados no
estudo da atividade antitlcera da prépolis verde e corroboram o
uso popular da Baccharis dracunculifolia no tratamento de ulceras,
contribuindo para a validagio farmacologica desta importante es-
pécie medicinal (ibidem).
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Ensaios antimicrobianos e anticariogénicos

Como a mais importante arma quimica das abelhas contra mi-
crorganismos patogénicos, a propolis tem sido utilizada pela hu-
manidade desde a Antiguidade e ainda é um das preparacdes mais
comuns usadas popularmente para o tratamento de diversos tipos
de doengas e processos infecciosos (Bankova et al., 2000; da Silva
Filho, 2006; Jorge et al., 2008). Assim, no que diz respeito a produ-
tos naturais com atividade antimicrobiana, a propolis verde brasi-
leira tem recebido cada vez mais importancia, sendo alvo de vérios
estudos que abordam suas propriedades antimicrobianas (Sforcin
etal., 2000; Sforcin et al., 2001; Freitas et al., 2006).

Com o objetivo de investigar a atividade antimicrobiana do ex-
trato hidroalcodlico das partes aéreas da Baccharis dracunculifolia
e compard-la a atividade antimicrobiana do extrato hidroalcoolico
da prépolis verde, esses extratos foram preparados, e sua agdo, ava-
liada contra as seguintes bactérias e fungos (da Silva Filho et al.,
2008a): Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei, Cryp-
tococcus neoformans, Staphylococcus aureus meticilina-resistente e
Mycobacterium intracellulare.

Tanto o extrato de Baccharis dracunculifolia quanto o de prépo-
lis apresentaram atividades antifingica e antibacteriana, especial-
mente contra Candida krusei: o extrato de Baccharis dracunculifolia
apresentou IC, de 65ug/ml, e o de prépolis, IC, de 9ug/ml. Al-
guns metabdlitos secundarios isolados da Baccharis dracunculifo-
lia também foram avaliados nos ensaios, sendo que as melhores
atividades antimicrobianas foram observadas para o acido ursé-
lico e o 4cido 2a-hidréxi-ursélico, os quais foram ativos frente a
bactéria Staphylococcus aureus meticilina-resistente e também para
a isosacuranetina, a qual foi ativa contra Cryptococcus neoformans.
A analise cromatografica por Clae e identificacdo dos principais
constituintes do extrato de prépolis avaliado evidenciou que os
compostos prenilados artepilina C, bacarina e drupanina s3o os

principais constituintes desse extrato (ibidem).
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A atividade antimicrobiana desses compostos prenilados foi
relatada na literatura frente a algumas bactérias e fungos (Feresin
et al., 2003). Tendo em vista o mecanismo da atividade antimi-
crobiana da propolis, a literatura relata que tal efeito é complexo e
atribuido principalmente a presenca de compostos fenolicos, bem
como ao possivel sinergismo entre compostos presentes no extrato
da prépolis (Marcucci et al., 2001; Jorge et al., 2008). A atividade
antibacteriana de diferentes fracdes de propolis brasileira frente a S.
aureus foi examinada e esta relacionada, principalmente, a compos-
tos fendlicos polares. Outros estudos revelaram que alguns diterpe-
nos acidos encontrados em amostras da propolis brasileira possuem
expressiva atividade antibacteriana (Banskota et al., 2001).

Apesar das diferencas na composi¢do quimica das diferentes
propolis de vérias regides do mundo, a maior parte dessas amos-
tras de propolis exibe atividade antimicrobiana (ibidem). Tal ati-
vidade é bem compreendida, ja que as abelhas coletam a propolis
principalmente para prevenir a decomposi¢io de insetos e outros
organismos que foram mortos por elas préprias ap6s uma invasao
na colmeia. Assim, desde o inicio das pesquisas com a propolis,
varios pesquisadores tém estudado suas propriedades antimicro-
bianas (Banskota et al., 2001; da Silva Filho et al., 2008a; Jorge et
al., 2008).

Por outro lado, a atividade antimicrobiana de extratos de outras
plantas do género Baccharis tem sido descrita na literatura. Foram
identificados como constituintes antimicrobianos ativos de B. gri-
sebachii derivados prenilados do dcido cumarico e diterpenos do
tipo labdano, os quais foram ativos frente a diversas cepas de bac-
térias e fungos, sendo a atividade do extrato bruto da planta maior
que a atividade dos metabdlitos isolados (Feresin et al., 2003).

Virios estudos demonstraram também a atividade da propolis
frente a microrganismos cariogénicos, como o Streptococcus mutans
(Koo et al., 2000; Koo et al., 2002; Duarte et al., 2003).

O S. mutans é considerado um dos agentes primdrios que cau-
sam as caries dentais. Esse microrganismo sintetiza dcidos organi-
cos a partir de carboidratos, aumentando a probabilidade de for-
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macio de céries. Além disso, os principais fatores de viruléncia
associados com a cariogenicidade incluem adesdo, acidogenicidade
e tolerancia a acidos. Dessa forma, as bactérias produzem glico-
siltransferases (GTFs) e sintetizam glicanos a partir da glicose, os
quais promovem a aderéncia do S. mutans e outras bactérias bucais
nas superficies de dentes, contribuindo para a formacéo da placa
bacteriana. A inibi¢do desse processo poderia contribuir para a pre-
vencdo de céries dentais (Harvey, 2000; Leitdo et al., 2004).

Assim, tendo em vista a atividade da prépolis frente ao S. mu-
tans, nosso grupo realizou estudos para determinar e comparar os
efeitos dos extratos hidroalcoolicos da propolis verde e da Baccharis
dracunculifolia sobre a produgio de acidos e a sintese de glucanos
pelas glicosiltransferases obtidas do S. mutans, em busca de com-
postos que possam ser utilizados na prevencéo da carie (Leitdo et
al., 2004).

Os resultados obtidos indicaram que a producio glicolitica
de acidos pelo S. mutans foi inibida tanto na presenca do extrato
da prépolis quanto na do extrato de Baccharis dracunculifolia em
uma relagao dose-resposta, apresentando valores de IC, iguais a
0,34mg/ml e 0,4 mg/ml, respectivamente (ibidem).

Adicionalmente, os efeitos inibitorios do extrato de propolis e
de Baccharis dracunculifolia sobre a sintese de glicanos soltveis e
insolaveis por glicosiltransferases de S. mutans foram avaliados.
A analise dos resultados obtidos revelou que ambos os extratos
promovem a inibi¢io da sintese de glucanos insolaveis pelas GTFs
bacterianas em concentragdes menores que 10ug/ml, evidencian-
do IC, de 12,9ug/ml e 25ug/ml para os extratos da prépolis e de
Baccharis dracunculifolia, respectivamente. De forma similar, tanto
o extrato da propolis (IC,: 50,4ug/ml) quanto o de Baccharis dra-
cunculifolia (IC_: 49,1ug/ml) promoveram a inibi¢ao da sintese de
glucanos soluveis pelas GTFs bacterianas (ibidem).

Virios estudos tém reforcado os efeitos de diferentes amostras
de propolis sobre a sintese de glicanos por GTFs de S. mutans (Koo
et al., 2002). Diferentemente de produtos derivados de plantas,
a composi¢ido da prépolis é extraordinariamente varidvel, geran-
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do um sério problema para seu controle de qualidade. Visto que a
Baccharis dracunculifolia e a propolis verde apresentam atividade
anticariogénica similar, foi proposto que os extratos de Baccharis
dracunculifolia poderiam ser incorporados, com sucesso, em pro-
dutos farmacéuticos destinados a prevencao de cérie dental (Leitdo
etal., 2004).

Atividade antiparasitaria

Os protozoarios estdo entre os patégenos mais comuns e s3o
reconhecidos como agentes causadores das doencas tropicais mais
sérias do mundo. A maléria, a doenca de chagas, a leishmaniose, a
toxoplasmose, a amebiase e a esquistossomose sdo parasitoses que
afetam aproximadamente 25% da popula¢do mundial, principal-
mente em paises em desenvolvimento, causando perdas de vida e
de produtividade (Kayser et al., 2002; da Silva Filho et al., 2008b;
Magalhies et al., 2009).

A leishmaniose é uma infec¢do parasitaria causada por espécies
de protozodrios do género Leishmania, entre elas a Leishmania bra-
ziliensis e a Leishmania donovani. Segundo a Organiza¢io Mundial
de Saude (OMS), a leishmaniose atinge mais de 80 paises, onde
cerca de 12 milhdes de pessoas estdo infectadas e aproximadamente
350 milhoes de pessoas estdo expostas ao risco de infecgdo. Somente
no Brasil, hé cerca de 26 mil casos registrados de leishmaniose por
ano (Chan-Bacab e Pefia-Rodriguez, 2001).

Ja a doenca de chagas ou tripanosomiase americana, causa-
da pelo parasita Trypanosoma cruzi, afeta mais de 18 milhdes de
pessoas na América Latina, levando a aproximadamente 400 mil
mortes por ano. Somente no Brasil existem entre 5 e 6 milhdes de
pessoas infectadas, sendo que 300 mil delas vivem no estado de
Sao Paulo (da Silva Filho et al., 2004c). A transfusio de sangue é
0 mais importante mecanismo da transmissio, sendo a violeta de
genciana ainda o uinico farmaco quimioprofilatico disponivel capaz
de eliminar o parasita do sangue antes da transfusdo. Apesar da
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sua boa atividade, a violeta de genciana é mutagénica e é rejeitada
pelos pacientes, pois causa alteracdo da cor do sangue (Coura e De
Castro, 2002).

Assim, desde a tltima década tem havido uma intensa procura
por novos farmacos tripanocidas e leishmanicidas, especialmente
a partir de fontes naturais. Essa procura por novos farmacos anti-
parasitarios naturais resultou na descoberta de vérias substancias
ativas a partir de plantas medicinais e também da propolis verde
brasileira (da Silva Filho et al., 2004a; da Silva Filho et al., 2008b;
da Silva Filho et al., 2009).

Recentemente foi relatado que a prépolis verde possui atividade
contra as formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi e também
contras as formas promastigotas do Leishmania braziliensis. En-
saios in vivo realizados em camundongos revelaram que os animais
tratados topica ou oralmente com a propolis verde (1,5mg/kg/dia)
apresentaram reduc¢io de 90% no desenvolvimento das lesdes leish-
manidticas em comparacgdo ao grupo controle (Pontin et al., 2008).

Considerando a atividade apresentada pela propolis verde e
dando continuidade aos estudos com Baccharis dracunculifolia,
nosso grupo avaliou as atividades tripanocida, leishmanicida e an-
timalarica do extrato hidroalcodlico e de compostos isolados da
Baccharis dracunculifolia (da Silva Filho et al., 2004a; da Silva Filho
etal., 2009).

Os ensaios tripanocidas in vitro foram realizados usando formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, as quais foram incubadas
juntamente com extrato bruto e compostos isolados de Baccharis
dracunculifolia (da Silva Filho et al., 2004a). Evidenciamos que a
Baccharis dracunculifolia causou 100% de lise das formas tripo-
mastigotas de Trypanosoma cruzi. Esse extrato bruto foi entdo sub-
metido ao estudo fitoquimico, e os compostos purificados desse
extrato foram avaliados no ensaio tripanocida, utilizando as formas
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Entre os compostos puri-
ficados e avaliados, os melhores resultados foram obtidos com o
flavonoide isosacuranetina e o triterpeno 6xido de baccharis, os
quais apresentaram IC, de 247,6uM e 249,8uM, respectivamente.
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Ja os compostos aromadendrina-4’-metil éter, dcido ferulico, 4cido
diidrocinadmico e acido 3-prenil-4-diidroxicinamoiloxicindmico
apresentaram atividade tripanocida moderada, enquanto o triter-
peno friedelanol foi inativo (ibidem).

De acordo com a literatura, flavonoides altamente oxigenados
possuem grande capacidade de inibir a enzima GAPDH do Trypa-
nosoma cruzi, a qual catalisa a fosforilagio oxidativa do gliceralde-
ido-3-fosfato a 1,3-difosfoglicerato do parasita. Por outro lado, a
atividade tripanocida de triterpenos tem sido amplamente investi-
gada, e a presenca de grupos polares em triterpenos é caracteristica
importante para a atividade contra o Trypanosoma cruzi (ibidem).

Ensaios leishmanicidas também foram realizados com o extrato
bruto e compostos purificados de Baccharis dracunculifolia frente a
formas promastigotas de Leishmania donovani. Além disso, nosso
grupo comparou as atividades leishmanicidas dos extratos hidroal-
codlicos da prépolis verde e da Baccharis dracunculifolia. Tanto os
extratos hidroalcoolicos da planta como os da propolis verde foram
ativos, apresentando valores de IC,  similares, por volta de 45ug/
ml. Ensaios de citotoxicidade utilizando células Vero mostraram
que esses extratos ndo foram citotéxicos nas méaximas concentra-
¢Oes avaliadas (da Silva Filho et al., 2009).

Entre os compostos purificados do extrato hidroalcoolico de
Baccharis dracunculifolia e avaliados nesses ensaios leishmanicidas
in vitro, os melhores resultados foram obtidos com o acido ursoélico
e a lactona diterpénica do acido hautriwaico, os quais exibiram va-
lores de IC,  de 3,7pug/ml e 7pg/ml, respectivamente. Ja os triterpe-
nos acido 2o-hidroxi-ursolico e uvaol, isolados do extrato de Bac-
charis, apresentaram IC, de 19ug/ml e 15ug/ml, respectivamente,
enquanto a pentamidina, utilizada como controle positivo, mostrou
IC,, de 1,9ug/ml (ibidem).

Por outro lado, os ensaios antimalaricos in vitro realizados com
os extratos hidroalcodlicos da propolis verde e de Baccharis dracun-
culifolia frente ao parasita Plasmodium falciparum mostraram que
esses extratos apresentaram resultados de IC,  similares, proxi-
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mos a 25ug/ml para as cepas D6 (cloroquina-sensivel) do parasita
(ibidem).

Em relagio aos metabdlitos secundarios avaliados, a lactona
diterpénica do dcido hautriwaico apresentou a melhor atividade
(IC,, 0,8pug/ml para cepas D6), seguida pela viscidona (IC, 1,9ug/
ml) e pelo triterpeno dcido ursolico, o qual somente foi ativo frente
as cepas D6 cloroquina-sensiveis (IC,, 1pg/ml). J4 a artemisina,
utilizada como controle positivo, apresentou IC, de 0,06ug/ml
(ibidem).

Os estudos antiparasitarios realizados com os extratos de Bac-
charis dracunculifolia e da prépolis verde, bem como com os me-
tabolitos secundarios isolados da planta, apresentaram atividades
antiparasitarias similares para a Baccharis dracunculifolia e a prépo-
lis verde. Além disso, evidenciaram que os triterpenos e diterpenos
encontrados na planta sio os principais responsaveis por tais ativi-
dades (ibidem). No entanto, novas investigagdes devem ser realiza-
das no intuito de explorar melhor o potencial antiparasitario desses
extratos e de outros metabolitos da espécie, principalmente estudos
in vivo e investigacdes sobre o mecanismo de acdo desses extratos.
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CONTROLE DE QUALIDADE DAS PARTES
AEREAS DA BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA
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Consideracdes gerais na validacdo de método

A validacdo de método analitico visa assegurar a credibilidade
de medic¢des quimicas por meio de sua comparabilidade, rastreabi-
lidade e confiabilidade durante o uso rotineiro, sendo um processo
que fornece evidéncia documentada de sua eficiéncia (Sousa, 2007).

Na década de 1970, 6rgidos do governo norte-americano cons-
tataram enorme variabilidade de resultados obtidos em andlises
toxicologicas de amostras submetidas a estudos interlaboratoriais
(Chasin et al., 1994). A partir dessa época, a importancia da vali-
dacdo em analise quimica tornou-se mais acentuada, o que resultou
em iniciativas de institui¢des americanas, como o Food and Drug
Administration (FDA) e a Environmental Protection Agency (EPA)
na realizacio de estudos para assegurar a integridade dos dados
laboratoriais. Os resultados desses estudos foram fundamentais
para que essas instituicdes fundassem o sistema ISO/IEC-25 (In-
ternational Standardization Organization/ International Electrote-
chnical Commission) (Langas, 2004). O principal objetivo dessas or-
ganizacoes tem sido a padronizacido das exigéncias a serem seguidas
pelos laboratorios visando demonstrar competéncia na realizagio
dos servicos, bem como tornar os resultados internacionalmente
aceitos e passiveis de reproducdo em outros laboratérios.

Dentro do ambito geral de Metrologia Quimica, cada pais esta-
belece seu proprio programa para assegurar a qualidade de servicos,



70  JOAOP. B.DE SOUSA * JAIRO K.BASTOS

entretanto, sempre em concordancia com as normas [SO/IEC-25.
No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) e
o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagio e Qualidade
Industrial (Inmetro) sdo agéncias credenciadoras para verificar a
competéncia de laboratorios de ensaios. Esses dois 6rgios disponi-
bilizam guias para o procedimento de validacdao de métodos analiti-
cos (Sousa, 2007). Na Europa e no Japio, a International Conference
on Harmonization (ICH) e a The United States Pharmacopeia (USP)
definem parametros, requerimentos e, em alguns casos, também
metodologias para o processo de validacdo. Além destas, a Interna-
tional Union of Pure and Applied Chemistry (Iupac) e a Association
of Official Analytical Chemistry (Aoac) também tém proposto guias
sobre validagdo de métodos.

Levando em conta essas distintas agéncias credenciadoras, os
parametros de desempenho, como seletividade ou especificidade,
linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo, precisio, exatiddo e
robustez, sio bem descritos na literatura (Anvisa, 2003; Cass e De-
gani, 2001; Inmetro, 2003 Lancas, 2004; Ribani et al., 2004; 2007;
Shabir, 2003; Thompson et al., 1999; 2002; Vessman et al., 2001) e
fortemente recomendados em todos os processos de validacéo.

Validacdo de método a partir
de matéria-prima vegetal

A partir de matéria-prima vegetal, considerando que o processo
de coleta, a fitoquimica e os ensaios biolégicos encontram-se em
fase avancada de realizacdo ou que ja foram concluidos, pode-se
iniciar a validag¢io do método analitico. Frequentemente a identida-
de de uma matéria-prima vegetal e sua qualidade sio analisadas por
meio da presenca de marcadores quimicos que podem ou n3o ser os
responsaveis pelo efeito farmacoldgico. Contudo, nem sempre esse
procedimento garante a autenticidade do material, devido as dife-
rentes formas de falsificagio que podem ser conduzidas até a obten-
¢do do produto final (Schaneberg et al., 2003). Dessa forma, uma
alternativa para assegurar a identidade e qualidade de um material
vegetal, além da identificacdo botanica, é a validacdo de método cro-
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matografico. Metodologias que utilizam técnicas cromatogréficas
como a cromatografia de fase gasosa (CG3) e a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (Clae) tém sido amplamente empregadas tanto
para estudo fitoquimico quanto na quimica analitica para o controle
de qualidade de plantas medicinais, uma vez que proporcionam
vantagens, como elevada eficiéncia e rapidez (Sousa et al., 2007a).
No entanto, é importante ressaltar que entre a fitoquimica e o
método cromatografico validado hd uma lacuna denominada “iso-
lamento de padrdes cromatogréaficos”. O isolamento desses padroes
esta inserido nos procedimentos fitoquimicos, dai a importancia de
iniciar a fitoquimica antes da proposi¢io de um método. Padrdes
cromatograficos podem ser definidos como compostos majoritarios
ou marcadores presentes em uma dada amostra a ser analisada por
cromatografia, devendo apresentar elevado grau de pureza e ser ca-
pazes de garantir a autenticidade do produto em distintas condicdes,
respeitando o método cromatografico validado. Assim, levando-se
em conta amostras vegetais, sabe-se que, na maioria das vezes, os
padrdes que garantem a qualidade destas ndo estdo disponiveis no
mercado. Por outro lado, para a validacio de método ha a necessi-
dade de no minimo 0,05g desses padrdes com niveis superiores a
95% de pureza. Esse formato de isolamento torna-se determinante
para viabilizar a validagido de um método. Além disso, logo apos
qualquer procedimento de obtencéo de substancias, estas devem
ser identificadas fidedignamente, o que pode aumentar o grau de
dificuldade, considerando a obtengio de padrdes cromatograficos.
Quando as etapas de processo de coleta, investigacdo fitoqui-
mica, avaliacdo das atividades biolégicas e a obtencdo dos padroes
foram atingidas com sucesso, o proximo passo ¢ a definicio do mé-
todo analitico de extracdo. O ideal em relacdo ao método analitico
de extracdo é que este esteja diretamente relacionado ao método
cromatografico que serd validado. Isso é coerente, pois, durante o
uso em rotina, o material vegetal serd disponibilizado em sua forma
in natura. Nesse caso, uma das melhores alternativas seria partir
de uma aliquota desse material, que seria submetida a extracio
previamente estipulada, que, por sua vez, resultaria na obten¢io da
amostra, a qual estaria prontamente disponibilizada para analise.
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O método analitico de extracdo deve ser desenvolvido de modo
que os parametros fixados sejam acessiveis, robustos e de facil re-
producdo. Em geral, os principais pardmetros a serem avaliados
sdo: quantidade de material vegetal, a forma que a matéria-prima
sera utilizada (in natura, po, liquida, recortada em pedacos etc.), as
caracteristicas do solvente extrator e as condicdes de extracdo (fil-
tragem, tempo, agitacdo, temperatura etc.). Todos esses pardmetros
deverdo ser otimizados de modo a se obter uma amostra represen-
tativa contendo todos os compostos a serem quantificados, com
tempo e agitagdo relativamente rdpidos, em temperatura branda
e com sistema de filtragem fécil, eficiente e versatil. Além disso, o
método analitico de extracdo deverd ser capaz de realizar extracoes
em batelada e atender a melhor relacdo custo-beneficio.

Por tratar-se de método cromatografico, logo apds a realizacédo
do método analitico de extracdo a amostra devera estar adequada
para analise, e a préxima etapa é o desenvolvimento das condigdes
que estdo inseridas na cromatografia. Citando como exemplo a cro-
matografia de fase gasosa, hd as seguintes condicdes: temperaturas
do forno, injetor, detector, escolha do detector, géds de arraste, fluxo
do gas de arraste, escolha da coluna cromatogréfica, modo de analise
(split, splitless, on colunm), modelos de injetores (manual, automd-
tico, com variagbes de temperatura), entre outros. Ja na cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia ha a fase mével, tipos de solventes,
sistemas binario, terndrio ou quaterndrio, escolha de detectores, es-
colha da coluna cromatografica com respectiva pré-coluna, modelos
de injetores (manual, automatico) etc. Somente por meio do conhe-
cimento das caracteristicas fisico-quimicas de uma dada amostra
sera possivel a sele¢do da técnica cromatografica e dos modelos de
injecdo e detec¢do para que seja efetuada a analise adequada.

Feita a escolha da técnica cromatografica de andlise mais adequa-
da em conjunto com as condi¢des preliminares elaboradas, inicia-se
entdo a obtencio dos perfis cromatograficos propriamente ditos,
e a seletividade ou especificidade do método deverd ser alcancada
(Anvisa, 2003; Inmetro, 2003; Ribani et al., 2004; 2007; Thomp-
son et al., 1999; 2002). Durante os estudos em busca da melhor
seletividade ou especificidade, diferentes compostos deverio ser
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avaliados, em conjunto com a amostra de interesse, visando definir
os padrdes interno e secundario. O padrio interno é um componen-
te que ndo faz parte da amostra, porém deve apresentar estrutura
quimica similar & dos compostos em andlise, ser soltivel no solvente
extrator ja selecionado para o método analitico de extragio, apre-
sentar tempo de retenc¢io diferente daquele dos compostos a serem
quantificados, estar disponivel no mercado com elevado grau de
pureza, e, se possivel, apresentar baixo custo. O padrio secundério
também ndo faz parte da amostra em analise, deve apresentar as
mesmas caracteristicas do padrio interno e tempo de retencéo dife-
rente do padréo interno ja escolhido. O uso de padronizacio interna
¢ bastante importante na valida¢io de método cromatografico, pois
qualquer influéncia (temperatura ambiente, solventes, reagentes ou
gases de diferentes fabricantes etc.) que promova alguma altera¢do
na amostra também ocorrera com o padrio interno. Assim, com o
uso desse padrio é possivel detectar eventuais erros ou anular al-
gumas variagdes que possam ocorrer durante o uso rotineiro, o que
garante a qualidade do método validado por um periodo de tempo
prolongado. O padrio secundario deve ser utilizado especialmente
nos estudos de recuperagio, com a fungio de garantir que o padrdo
interno esteja sendo recuperado ou ndo, o que permite dizer se o
método também apresenta exatiddo adequada em relacdo ao padrio
interno. Na literatura corrente existe o termo “padréo externo”. No
caso de validacdo de método cromatografico envolvendo plantas
medicinais, esse padrdo externo possui significado equivalente a
padrdes cromatogréficos, referindo-se aos préprios componentes da
amostra a ser quantificada, os quais devem ser extremamente puros.

Logo ap6s a defini¢do plena dos parametros de seletividade ou
especificidade do método, considerando que os padrdes interno e
secundario ja tenham sido escolhidos, atendendo a todos os requisi-
tos relatados, hd uma peculiaridade adicional que deve ser avaliada
antes da elaboracdo de todos os pardmetros de valida¢io: o método
de extracio deve fornecer a amostra diretamente para a anélise.
plausivel saber se os padrdes cromatograficos, quando submetidos
a esse método de extracdo, serdo também recuperaveis dentro de
uma faixa de erro aceitavel. Para tal ha a necessidade da elaboragio
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de curvas analiticas, e, por outro lado, existe a dificuldade em se
isolar quantidade adequada desses padroes, ja que esse procedi-
mento deve ser considerado um teste preliminar, pois dificilmente
sera possivel obter recuperagio e exatiddo sem conhecer a precisio
do método e vice-versa. Diante desse impasse, uma alternativa
viavel é selecionar apenas um padrio cromatografico para o teste
preliminar de linearidade e recuperacgio. Certamente esse padrio
deve ser o majoritario e de facil obtengdo. Na maioria das vezes,
se pelo menos um composto da amostra apresenta recuperacio e
exatiddo adequadas, a chance de os outros compostos apresentarem
0 mesmo comportamento é aumentada. Adicionalmente, mesmo
realizando o teste com somente um padrio, serd possivel definir a
continuidade ou ndo dos parametros de validagio.

Depois de seguir todos os procedimentos mencionados, se o
ponto de partida forem plantas medicinais, atendendo todas as
caracteristicas e peculiaridades e obtendo resultados aceitdveis, a
proxima etapa culminara na realizacio de todos os parametros de
validacéo, no sentido de validar item por item dentro de valores
aceitaveis. Ao final desse processo o método cromatografico estara
validado e podera ser utilizado como ferramenta analitica no uso
em rotina e no controle de qualidade da espécie vegetal. Na Figura
16 sugere-se o ciclo de valida¢do, tendo como ponto de partida a
matéria-prima vegetal.

Linearidade

Limite de detecgio “LOD”
Controle de qualidade | | Uso em rotina Limite de quantificagio “LOQ”
Precisao

Recuperagio

Exatidao

Robustez

Estabilidade

Intervalo de aplicagio

4) Matéria prima vegetal qualificada

3) Procedimentos

1) Escolha do
material vegetal

de validagao

| Linearidade e recuperagio preliminares |
T

| Selegdo de padrdes: interno e secundario I
7

Coleta do material vegetal

| Seletividade/especificidade |

2) Fitoquimica

| Defini¢ao das condigdes de analise |

I Atividades biologicas I I Método analitico de extracao |

Figura 16 — Ciclo de validagdo de método a partir de matéria-prima vegetal.
LOD: limite operacional de detecgdo; LOQ: limite operacional de quantificacdo
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Quantificacdo dos principais compostos fendlicos
encontrados nas folhas de Baccharis dracunculifolia

A quantificacio dos principais compostos fenélicos presentes
nas partes aéreas da Baccharis dracunculifolia foi validada utili-
zando-se a cromatografia liquida de alta eficiéncia (Sousa et al.,
2009a). Esse método seguiu todos os itens apresentados no ciclo de
valida¢io, conforme apresentado na Figura 16.

A seletividade foi determinada pela comparagdo do perfil cro-
matografico dos padrdes em relacdo ao perfil obtido das amostras.
Além disso, foi realizado estudo comparativo entre os tempos de
retencdo e espectros de UV, considerando esses dois perfis. Para
padronizagio interna foram avaliados compostos como diferentes
cumarinas e aldeidos, tetrametilbenzeno e benzofenona. O padrio
interno selecionado foi o veratraldeido (3,4-dimetoxibenzaldeido)
e o padrio secundario foi a benzofenona (difenilcetona). A Figu-
ra 17 apresenta os perfis cromatograficos dos principais compos-
tos fenolicos detectados nos extratos hidroalcoolicos das folhas de
Baccharis dracunculifolia, os quais também sdo passiveis de serem
quantificados com precisdo. A Tabela 3 apresenta a legenda e os
nomes, bem como as caracteristicas fisico-quimicas e estruturais
de cada um desses padroes cromatograficos. A Figura 18 apresenta
os perfis cromatogréaficos dos extratos hidroalcodlicos das partes
aéreas dessa planta, coletada em trés distintas regides. Nesses perfis
observa-se 6tima seletividade e excelente reproducio de analise,
visto que essas amostras foram coletadas em épocas e localidades
diferentes e foram analisadas em periodos distintos, considerando o
desenvolvimento do método.

Os nomes cientificos dos fenolicos utilizados nos procedimen-
tos de valida¢do, bem como nos estudos de cultivo e de sazonali-
dade, estdo descritos na legenda da Figura 17. Porém, para melhor
contextualiza¢do, os nomes usuais e abreviaturas como apresen-
tados na Tabela 3 serdo preferencialmente utilizados. A abrevia-
tura do fenolico 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopiranico
(DCBEN) (nimero 10) foi descrita pela primeira vez em trabalho
realizado por Marcucci et al. (2001).
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Figura 17 — (A) Perfil cromatografico, em 280nm, dos principais padrdes cro-
matograficos encontrados em extratos hidroalcoolicos das folhas de Baccharis
dracunculifolia. (B) Ampliagio de (A)

1) acido 3,4-diidroxicindmico (acido cafeico); 2) dcido 4-hidroxi-3-metoxicinAmico (dcido
ferulico); 3) dcido 4-hidroxicindmico (dcido p-cumérico ou cumarico); 4) acido cindmico;
5) aromadendrina-4’-metil éter (AME); 6) Isosacuranetina; 7) dcido 3-prenil-4-hidroxicina-
mico (drupanina); 8) acido 3,5-diprenil-4-hidroxicindmico (artepelina®); 9) dcido 3-prenil-4-
-diidrocinamoiléxi-cindmico (Bacarina); e 10) 2,2-dimetil-6-carboxietenil-2H-1-benzopira-
nico (DCBEN). pi: padréo interno (veratraldeido ou 3,4-dimetoxibenzaldeido).

Condigoes cromatograficas: coluna de fase reversa C,, (Shim-
-Pack 250mm de comprimento X 4,6mm de didmetro interno)
protegida por pré-coluna do mesmo material. Como fase movel
foi utilizada solu¢do tampao na fase A (acido acético, acetato de
amonia, metanol e dgua 0,8:0,3:5:93,9, volume/massa/volume/
volume) e acetonitrila na fase C, sob vazio de 1 ml/min. Gradiente
multilinear desenvolvido da seguinte forma: 5min. isocratico com
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25% de fase C, elevando-se para 35% de C (5-10min.), e, por con-
seguinte, 38% de C (10-15min.), 40% de C (15-20min.), 45% de C
(20-45min.), 70% de C (45-50min.), 80% de C (50-55min.), 100 %
de C (55-60min.). O volume de amostra analisada sob esse sistema
foide 15pL. O detector utilizado foi luz UV com arranjo de diodos,
trabalhando em 280nm (Sousa et al., 2007a; Sousa et al., 2009a).

Tabela 3 — Caracteristicas dos padrdes cromatograficos

Legenda Nomes Tdir?go UV-, .| Estruturas quimicas

1 Acido cafeico R = OH 4,2 325 . i

2 Acido ferdlico R = H,.CO 6,2 320 D/\)k‘"'

3 Acido cumarico R = OH 5,8 307 i

4 Acido cinAmico R = H 15,1 272 /O/\)‘\O"

5 AMER =OH 20 289 @f‘”

6 Isosacuranetina R = H 33,9 275 '“m

OH O ’

7 Acido 3-prenil-p- 25,2 312 i
-cumirico (Drupanina) %\Joﬁ

8 Acido 3,5-diprenil-p- 54,4 311 OOt
-cumarico (Artepelina C #
ou artepelina®)

9 Acido 3-prenil-4- 55,6 289 f
-diidrocinamoiléxi- i i
-cindmico (Bacarina) W“

|
10 2,2-dimetil-6- 58,7 267

-carboxietenil-2H-1-
-benzopiranico (DCBEN)

€00k
m\v
o

(Sousa et al., 2007a e 2009a). AME: aromadendrina-4’-metil éter.
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Figura 18 — Perfis cromatograficos, em 280nm, de trés amostras de Baccharis
dracunculifolia: (A) coletada na regido de Colombo (PR); (B) coletada na regiao
de Alfenas (MG); (C) coletada na regido de Campinas (SP). A numeragio segue
a legenda da Tabela 3. pi: padrio interno (Sousa et al., 2009a). As condi¢oes
cromatograficas estdo descritas na Figura 17

A linearidade e recuperagio preliminares foram realizadas com
o acido cafeico e com os padrdes interno e secundario. Estes, jun-
tamente com os acidos cumarico, ferulico e cindmico, estdo dis-
poniveis no mercado, com elevado grau de pureza e sendo de fécil
aquisicdo. Por meio desse teste foi possivel calcular a recuperacio e
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exatiddo de um dos compostos, o dcido cafeico, e do padréo interno,
o veratraldeido.

Para a determinacio dalinearidade foram elaboradas curvas ana-
liticas de cada padrdo cromatografico. Nessas curvas nio foi omiti-
da nenhuma das concentragdes, como mostra o exemplo na Figura
19A (Sousa, 2007), pois o objetivo foi verificar quais concentragdes
estavam dentro da faixa linear de trabalho. Os célculos das faixas
lineares, utilizando as curvas analiticas com todos os pontos, foram
dados pela elaboragio de graficos relacionando a resposta relativa
(area/concentracio) no eixo das ordenadas e a escala logaritmica da
concentragdo de cada fenolico no eixo das abscissas (Figura 19B).
Por meio da analise desses gréficos, as faixas lineares dindmicas de
cada componente foram determinadas, e novas curvas analiticas
foram propostas (Figura 19C), excluindo-se as concentracoes que
estavam acima e abaixo do erro relativo permitido de + 5%. A faixa
linear dinamica, considerando todos os padrdes, incluindo o interno
e secundadrio, variou entre 20ug/ml e 800ug/ml, e os coeficientes de
correlagdo R? apresentaram variagdes de 0,9986 a 0,9998.

Os limites de detecgdo e quantificagdo foram obtidos com base
em parametros de curvas analiticas (Ribani et al., 2007). Esse mé-
todo é bastante adequado por permitir a aplica¢do de andlises esta-
tisticas, apresentando resultados confidveis. Por essa razdo, a faixa
linear de trabalho, considerando os acidos cafeico, cumarico, fert-
lico e cindmico, a bacarina e o veratraldeido, oscilou entre 0,5ug/
ml e 9,3pug/ml com R? de 0,9982 a 0,9999. Os limites de detecgio e
quantificacio para os acidos cafeico, cumarico, ferdlico e cinAmico,
a bacarina e o veratraldeido foram 0,27ug/ml e 0,83ug/ml; 0,24ug/
ml e 0,71pg/ml; 0,85ug/ml e 2,58ug/ml; 0,65ug/ml e 1,96ug/ml;
1,58ug/ml e 4,80ug/m; 0,45ug/ml e 1,38ug/ml, respectivamente
(Sousa et al., 2009a). Os parametros da curva analitica resultaram
na estimativa do tamanho da amostra que pode ser detectada e
quantificada. Visando avaliar os niveis de precisdo de uma concen-
tragdo proxima ao limite de quantificagio, foi realizada andlise em
triplicata demonstrando o perfil cromatogréfico de dcido cafeico na
concentragdo de 1,10ug/ml (Figura 20).
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Figura 19 — Exemplo da linearidade da artepelina C. (A) Curva analitica com
todos os pontos. (B) Grafico para a determinacdo da faixa linear de trabalho. (C)
Curva analitica obedecendo a faixa linear de trabalho estipulada (Sousa, 2007)
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A precisio intraensaio, ou repetibilidade, foi dada pelo coefi-
ciente de variacdo (CV %) de seis amostras preparadas no mesmo
dia e pelo mesmo analista, seguindo o procedimento descrito por
Sousa (2007). A precisdo interensaio ou intermedidria seguiu os
mesmos parametros utilizados na determinacdo da repetibilida-
de, porém foi realizada por dois analistas, sendo um deles o entéo
aluno de doutorado Luiz Elidio Gregorio (FFCLRP-USP) e em
dias diferentes. Considerando todos os fenélicos apresentados na
Tabela 3, os coeficientes encontrados para cada componente estive-
ram abaixo de 15%, tanto para repetibilidade quanto para precisio
intermedidria (ibidem). Segundo Ribani et al. (2004), métodos que
quantificam compostos em macroquantidades requerem CV de
1% a 2%. Em métodos de andlise de microquantidades, envolvendo
matrizes complexas, sdo aceitos coeficientes de até 20% (ibidem).
Com base nesses resultados pode-se afirmar que o método empre-
gado apresenta boa precisio.

Nos estudos de recuperacio, os acidos cafeico, ferulico e cina-
mico foram avaliados em trés diferentes concentracoes, as quais
variaram entre: baixa (107ug/ml a 117ug/ml), média (215ug/ml
a 234pg/ml) e alta (430png/ml a 467ug/ml). Para o dcido cafeico
foram obtidos valores de recuperacio entre 88% e 90%, coeficiente
de variagio (CV) de 0,69% a 2,72% e erro padrio (exatiddo) entre
-7% a -10,5%. Ja com relagéo ao 4cido fertlico, foi possivel recupe-
rar entre 89% e 92 %, com valores de CV de 2% a 6% e erro padrao
entre 7,5% a -10%. A recuperagio do acido cindmico foi de 91% a
93%, com CV de 1% a 3% e erro padrio entre -6% a -8% (Sousa et
al., 2009a). Utilizando o padrao secundaério, foi possivel calcular a
recuperacio do padrio interno, a qual foi, em média, de 81%, com
CV de 3,4% e exatidao de -12%. Os intervalos aceitaveis de recu-
peracdo geralmente estdo entre 70% e 120%, com exatiddo de até *
15% (Sousa, 2007).

A robustez do método analitico de extragio foi realizada con-
forme o teste de Youden estabelecido pelo Inmetro (2003) e citado
por Ribani, et al. (2004). Neste, elabora-se uma matriz de fatores
contendo cinco experimentos para oito combinacdes. Todos os fa-
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Figura 20 — Perfis cromatograficos ampliados de dcido cafeico com cerca de
1,10pg/ml. Destaca-se a reprodugio do método em concentragio proxima ao
limite de quantifica¢io (Sousa, 2007)
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tores e a matriz de fatores estdo apresentados na Tabela 4. Nesse
teste os fatores nominais sdo codificados pelas letras maidsculas,
e as variagdes, pelas letras mintsculas. Realizando a combinagio
1, o resultado sera s; realizando a combinagio 2 o resultado serd t,
e assim sucessivamente. Para determinar a varia¢do de um fator,
encontram-se as quatro combinacdes correspondentes as letras
maitsculas e as quatro combinag¢des que representam as letras mi-
nusculas. Em seguida, calcula-se a diferenca das médias dos dois
grupos. Por exemplo, ao calcular as variagdes de A, o calculo do
fator de A/aserd: A/a={[(s +t+u+v)/4]-[(w+x+y+z)/4]}.

Tabela 4 — Fatores e matriz de fatores para determinagio da robustez do método
de extragdo

Fatores nomind | varinggo
Tamanho da amostra A —500mg a—450mg
Tamanho da particula B - 46mesh b - 16mesh
Frequéncia de agitagéo C-170RPM c—150RPM
Temperatura de extragdo D-40°C d-30°C
Tempo de extragio E-2h e—1,5h
Combinagoes Matriz de fatores

N° experimentos 1 2 3 4 5 6 7 8
Aoua A A A A a a a a
Boub B B b b B B b b
Couc C c C c C c C c
Doud D D d d d d D D
Eoue E e E e e E e E
Resultados s t u v w X y z

Aplicando-se o procedimento de avaliagdo, seguindo a matriz de fatores, obtém-se as seguintes

combinagdes (Sousa et al., 2009a):

s: nenhuma variagio (utiliza-se a metodologia desenvolvida);

t: variagdes de frequéncia de agitagio e tempo de extragdo;

u: variagdes do tamanho da particula e da temperatura de extragao;

v: variagdes do tamanho da particula, da frequéncia de agitagdo, da temperatura de extragdo e
do tempo de extragio;

w:variagdes do tamanho da amostra, da temperatura de extragdo e do tempo de extragio;

x: variagdes do tamanho da amostra, da frequéncia de agitagio e da temperatura de extragio;

y: variagdes do tamanho da amostra, do tamanho da particula e do tempo de extragéo;

z: variagdes do tamanho da amostra, do tamanho da particula e da frequéncia de agitagao.
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A frequéncia de agitacio, a temperatura de extracio e o tempo
de extracdo em relacdo aos fendlicos em analise foram robustos,
respeitando o limite maximo de erro relativo de 10% (Sousa et al.,
2007a). Portanto os resultados sdo condizentes e permitem inferir
que é imprescindivel manter o tamanho da amostra e da particula
durante a execuc¢do da metodologia (Sousa et al., 2009a).

Os compostos fenoélicos divulgados na Tabela 3 possuem im-
portantes influéncias nas atividades biologicas de amostras de Bac-
charis dracunculifolia e propolis verde. Conforme ja mencionado, a
Baccharis dracunculifolia é a principal fonte botanica para que Apis
mellifera L. produza esse tipo de prépolis. Por 1sso, o método cro-
matografico divulgado neste livro foi desenvolvido e validado para
garantir a autenticidade desses dois tipos de matrizes (Sousa et al.,
2007a; Sousa et al., 2009a). Por se tratarem de matrizes diferentes,
foram desenvolvidos distintos métodos analiticos de extracio, e os
resultados de precisio, recuperagio, exatiddo e robustez foram di-
ferenciados, mas dentro de valores aceitaveis. Portanto, esse méto-
do cromatografico é capaz de detectar e quantificar dez compostos
fenolicos, pertencentes a diferentes classes quimicas, com precisdo
e exatiddo. A Figura 21 apresenta o perfil cromatografico de amos-
tra de propolis verde, demonstrando a versatilidade e seletividade
desse método.

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Minutos

Figura 21 — Perfil cromatografico, em 280nm, de amostra de prépolis verde. A
numeragio obedece a legenda da Tabela 3. pi: veratraldeido (Sousaet al., 2007a).
As condigdes cromatograficas estdo descritas na Figura 17
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O método analitico desenvolvido em cromatografia liquida de
alta eficiéncia mostrou-se adequado para as analises de matérias-
-primas, incluindo a Baccharis dracunculifolia e a prépolis verde,
bem como os produtos intermedidrios, incluindo extratos e tintu-
ras, e também produtos acabados. Assim, a metodologia desenvol-
vida é recomendada para uso rotineiro na pesquisa e nas inddstrias
do setor.






CoONCLUSOES

A Baccharis dracunculifolia é reconhecida nio somente por ser
fonte de propolis em certas regides brasileiras, mas também por
suas inumeras propriedades biolégicas, tais como antiviral, imuno-
moduladora, anti-inflamatéria, antitlcera, antimicrobiana e anti-
parasitdria, entre outras.

Todas as etapas realizadas cuidadosamente ao se trabalhar com
essa planta sdo apresentadas didaticamente neste livro.

O grande avanco no conhecimento fundamental quanto aos
aspectos fitoquimicos, analiticos e de cultivo, com embasamento
cientifico, apds intensa investigacdo dessa planta e de seus compo-
nentes isolados, aponta o potencial farmacolégico e terapéutico da
Baccharis dracunculifolia, o que é de grande interesse para o meio
académico e também para a industria farmacéutica.
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