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Avaliacao da citotoxicidade por Artemia salina do éleo
essencial da espécie Baccharis dracunculifolia DC.

Evaluation of cytotoxicity by Artemia salina of oil essential
species of Baccharis dracunculifolia DC.

RESUMO

Andressa Rockenbach

Baccharis dracunculifolia é uma importante espécie do género Baccharis, nativa no Brasil
andressa.rockenbach2000@gmail.c f p p g ) )

om porém nao endémica, ocorre nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste. Este trabalho teve
Universidade Tecnologica Federal como objetivo a analise e identificacdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
do Parand, Santa Helena, Parana, o N ) o

Brasil de massas e detector de ionizagdo de chamas (CG-EM-DIC) dos éleos essenciais das folhas

provenientes de espécimes masculinos e femininos de B. dracunculifolia, avaliacdo da
.Ja‘;‘ég’i“zﬁffcfgdu_br atividade citotdxica frente a Artemia salina Leach e avaliacdo da atividade antioxidante.
Universidade Tecnoldgica Federal Coletou-se o material vegetal na cidade de Santa Helena, Parand, montou-se exsicatas e
g‘r’a':ﬁ’a”é' Santa Helena, Parana, depositou-as no Herbario da Embrapa Clima Temperado sob o nimero ECT0003428 para o
espécime masculino e ECT0003427 para o espécime feminino. Obteve-se o dleo essencial
por hidrodestilagdo. A analise CG-EM-DIC caracterizou 81,11% da amostra masculina,
identificando majoritariamente o biciclogermacreno (14,18%), B-cariofileno (8,44%), (E)-
nerolidol (8,02%) e limoneno (6,76%), e na amostra feminina identificou-se 73,56%,
identificando majoritariamente o (E)-nerolidol (15,49%), biciclogermacreno (11,88%),
limoneno (10,03%) e o B-cariofileno (6,66%). No teste citotdxico, o éleo essencial feminino
foi mais téxico com uma ClLso de 27,56 pL/mL. Na atividade antioxidante o 6leo essencial
feminino apresentou 55,51 ug de AAE/mL na concentra¢do de 12,5 mg/mL, inibindo 25,53%
do DPPH, evidenciando o potencial do éleo essencial feminino nas atividades bioldgicas.
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the analysis and identification by gas chromatography coupled to the mass spectrometry
and flame ionization detector (GC-MS-FID) of the essential oils of leaves from male and

female B. dracunculifolia specimens, evaluation of cytotoxic activity against Artemia salina
Leach and evaluation of antioxidant activity. The plant material was collected in the city of
Santa Helena, Parana, assembled exsiccates and deposited in the Herbarium of Embrapa
Temperate Climate under the number ECT0003428 for the male specimen and ECT0003427
for the female specimen. The essential oil was obtained by hydrodistillation. GC-MS-FID
analysis characterized 81,11% of the male sample, mainly identifying bicyclogermacrene
(14,18%), B-caryophyllene (8,44%), (E)-nerolidol (8,02%) and limonene. (6,76%), and in the
female sample, 73,56% were identified, mostly identifying (E)-nerolidol (15,49%),
bicyclogermacrene (11,88%), limonene (10,03%) and [-caryophyllene (6,66%). In the
cytotoxic test, female essential oil was more toxic with an LCso of 27,56 pL/mL. In
antioxidant activity the female essential oil presented 55,51 ug AAE/mL at a concentration
of 12,5 mg/mL, inhibiting 25,53% of DPPH, highlighting the potential of female essential oil
in biological activities.
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INTRODUCAO

A espécie B. dracunculifolia DC. é conhecida popularmente como alecrim do
campo, vassourinha do campo ou vassourinha, é nativa no Brasil, porém ndo
endémica, apresenta-se como um arbusto lenhoso, perene, didico (HEIDEN;
SCHNEIDER, 2015; SANTOS, 2012). Tal espécie ocorre naturalmente nos paises
como o Brasil, Argentina, Paraguai, Uruguai e nos vales elevados da Bolivia, sendo
qgue no Brasil, sua ocorréncia se da nas regiGes Sul, Sudeste e Centro-Oeste
principalmente, essa espécie é comum em dareas de cerrado, pampa e mata
atlantica (COSTA, 2016; HEIDEN; SCHNEIDER, 2015).

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas apresenta alta
eficiéncia no reconhecimento e constatacdo de constituintes de dleos essenciais,
realizando a separacao dos compostos da amostra conferindo um espectro de
massas em cada pico registrado, gera ions parcialmente constantes que
analisando-os é possivel indicar a férmula molecular e o peso, entre outras
informagdes que confirmam a estrutura quimica de cada composto (SOUZA, 2007).

A Artemia salina é um microcrustdceo da ordem Anostraca, habitante de
aguas salgadas, apresenta baixos custos de implantacdo e manutencdo para seu
cultivo, manuseio fécil, fazendo com que seja um modelo experimental excelente,
utilizado em laboratédrios, conhecido por revelar a toxicidade em ensaios biolégicos
e para a Concentracdo Letal Média (CLsg) como fator de avaliagdo, devido a sua
resisténcia a taxas elevadas de salinidade e a sua sensibilidade perante compostos
quimicos (FALCAO, 2018).

Compostos antioxidantes podem ser benéficos para a saude e melhorar a
qualidade de vida ja que possuem a capacidade de fornecer protecdo para um
organismo dos possiveis maleficios provocados pelos radicais livres, adiando ou
prevenindo o comec¢o de doencas. Entre as técnicas para verificar a capacidade
antioxidante de componentes, destaca-se o método de redugdo do 2,2-difenil-1-
picril-hidrazil (DPPH) radical organico livre estavel, com boa estabilidade no escuro,
simplicidade, aplicabilidade e viabilidade. O radical é originado sinteticamente e
uma amostra pode apresentar capacidade de reducdo ou neutralizacdao deste
radical, acompanhado pelos valores de absorbancia com um espectrofotometro
UV/visivel (OLIVEIRA, 2015).

Dessa forma, o seguinte trabalho teve como objetivo a analise e identificacdo
por CG-EM-DIC dos 6leos essenciais das folhas provenientes de espécimes
masculinos e femininos de B. dracunculifolia da regidao Oeste do Parand, avaliacdo
da atividade citotdxica frente a A. salina e avaliacdo da atividade antioxidante dos
respectivos dleos essenciais.

MATERIAIS E METODOS
COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL VEGETAL

As folhas foram coletadas de espécimes masculinas e femininas de B.
dracunculifolia na regido Oeste do estado do Parand, na cidade de Santa Helena.
Coletou-se galhos com inflorescéncias da B. dracunculifolia feminina e masculina
em maio de 2018 no periodo matutino e montou-se exsicatas. Os espécimes foram
identificados pelo botanico Dr Gustavo Heiden e uma exsicata foi depositada no
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Herbdrio da Embrapa Clima Temperado (ECT) sob o nimero ECT0003428 para o
espécime masculino (P16M) e ECT0003427 para o espécime feminino (P15F).

PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL

Separou-se as folhas e colocou-as para secar a temperatura ambiente durante
quatro dias, entdo triturou-se o material vegetal no moinho de facas e armazenou-
se em frascos sob refrigeracdo até a data das extracGes dos 6leos essenciais.

OBTENGAO DO OLEO ESSENCIAL

O Odleo essencial dos espécimes foram extraidos pelo método de
hidrodestilagdo com um extrator do tipo Clevenger modificado. Juntamente com
dois litros de agua destilada foram colocados 100g de material vegetal em um
baldo de fundo redondo de cinco litros, o qual foi aquecido a 60°C
aproximadamente, por trés horas continuas, originando-se o hidrolato. Através da
extracao liquido-liquido fez-se a separac¢do do hidrolato aplicando éter etilico. A
mistura entdo foi secada, filtrada, rotaevaporada, obtendo-se o d6leo essencial
final, sendo conservado na geladeira. Os rendimentos dos 6leos foram calculados
com base na massa inicial seca de cada material vegetal.

ANALISES QUIMICAS DOS OLEOS ESSENCIAIS

Para a andlise dos 6leos essenciais por Cromatografia Gasosa utilizou-se um
cromatoégrafo a gds Shimadzu GCMS-QP2010 Plus empregando uma coluna nao-
polar Rtx-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um). Identificou-se os compostos com base
na comparacao dos indices de retencdo relativos calculados utilizando uma série
de n-alcanos (C8-C19) e os espectros de massa do banco de dados do aparelho
comparados com que ha publicado na literatura (ADAMS, 2009).

Afim de obter-se as massas relativas dos componentes presentes na amostra
foi utilizado um cromatdgrafo a gas Shimadzu 2010 com detector de ionizagdo de
chama e uma coluna OV-5 (30m x 0,25mm x 0,25um).

AVALICAO DA CITOTOXICIDADE FRENTE A Artemia salina

Para a eclosdao dos ovos de A. salina Leach foi utilizada uma solugao salina
(38g/L de sal marinho e dgua destilada) com pH entre 8 e 9, temperatura ambiente
de 25°C e sob iluminacdo artificial constante. Apds 48 horas, dez larvas de A. salina
foram transferidas para frascos com a amostra diluida do d6leo essencial e
avolumados com solucdo salina para 5 mL. Desse modo, foram testadas as
concentragdes de 15, 35, 50, 75, 125 e 150 pg/mL realizadas em triplicata, sendo a
contagem de artemias efetuadas apds 24 horas do experimento, considerando-se
a quantidade de vivas e mortas. O teste acompanhou um controle positivo de
lapachol e um controle negativo de solugao salina. Foi realizado o calculo da CLs e
analisou-se os resultados utilizando-se o software GraphPad Prism 6.

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante do éleo essencial de B. dracunculifolia foi realizada
em triplicata com o radical livre DPPH segundo o método de Granato et al. (2015)
adaptado. Os d6leos essenciais foram submetidos a testes com concentragées
variadas entre 6,25 mg/mL - 100 mg/mL. Colocou-se uma aliquota de 40 uL das
amostras diluidas em microplacas de 96 pocos, adicionando-se 260 pL de uma
solugdo com metanol 0,10 mol/L de DPPH. Para reagir devidamente, deixou-se a
mistura em ambiente escuro e temperatura ambiente por 30 minutos. Em seguida,
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foi medida a diminuicdo da absorbancia do DPPH em um comprimento de onda de
517 nm no espectrofotémetro de microplacas. Como controle foi utilizado metanol
e para o branco foi usada a solucdo de DPPH sem amostras dos dleos essenciais.
Calculou-se a porcentagem de inibicdo do radical DPPH conforme equacdo
seguinte: % de inibicdo do DPPH = (1 - [amostra A517 / branco A517]) x 100). A
expressao da capacidade antioxidante total foi dada equivalente acido ascorbico
(AAE), calculando-se através de uma curva padrdo de dacido ascérbico com
concentracBes na faixa de 0,98 a 14 pug/mL e por meio de uma curva padrdo de
acido ascoérbico na faixa das concentracbes de 0,98 a 14 pg/mL, efetuando o
coeficiente de correlagdo linear (R?). Os resultados foram apresentados em pg
equivalente &cido ascérbico/mL.

RESULTADOS E DISCUSSOES

O rendimento obtido do 6leo essencial de P16M foi de 1,12% e o rendimento
do 6leo de P15F foi de 1,25% em referéncia a massa inicial seca do material vegetal.

A andlise quimica quantitativa por CG-EM-DIC caracterizou 81,11% da amostra
masculina de B. dracunculifolia com 31 compostos detectados, e na amostra
feminina identificou-se 73,56% com 29 compostos detectados. Os constituintes
majoritarios do espécime masculino (P16M) foram biciclogermacreno 14,18%, B-
cariofileno 8,44%, (E)-nerolidol 8,02% e limoneno com 6,76% e para o espécime
feminino (P15F) foram (E)-nerolidol 15,49%, biciclogermacreno 11,88%, limoneno
com 10,03% e o B-cariofileno 6,66%.

Na avaliacdo da atividade citotéxica por A. salina, o éleo essencial feminino de
B. dracunculifolia (P15F) apresentou uma Clsp de 27,56 uL/mL e o dleo essencial
masculino (P16M) 62,67 uL/mL, enquanto que o controle positivo lapachol
precisou de 73,04 uL/mL para matar 50% da populagdo de artemias, verificando-
se a maior citotoxicidade do 6leo essencial feminino frente a A. salina.

Obteve-se uma curva analitica de acido ascdrbico (Figura 1) segundo os
valores de porcentagem de inibicdo do radical DPPH de concentragdes em série de
acido ascoérbico. Obteve-se y = 2,1335x - 1,0481 na equacdo da reta da curva
padrdo de acido ascérbico e coeficiente de correlagdo linear R? = 0,9956.

Figura 1 — Curva analitica do padrdo de referéncia (n = 9) do acido ascdrbico para a
capacidade antioxidante de inibicdo do radical DPPH e seu coeficiente de correlacdo
linear (R?).
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Fonte: Autoria prépria (2019).

Com base na equacgdo da reta gerada pela curva analitica (y = 2,1335x -

1,0481), realizaram-se os calculos da atividade antioxidante das amostras, dado
em pg de acido ascorbico equivalente por mL de amostra (ug AAE/mL). Na
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atividade antioxidante, o éleo essencial feminino (P15F) apresentou 55,51 ug de
AAE/mL na concentracdo de 12,5mg/mL, observando-se inibicdo de 25,53% do
DPPH, ja o dleo essencial masculino (P16M) demonstrou 50,77 ug de AAE/mL na
concentracdo de 12,5mg/mL, sendo 23,31% de inibicdo do DPPH.

Figura 2 — Pogos da avaliacdo antioxidante com os éleos essenciais.

Fonte: Autoria prépria (2019).

Segundo estudos realizados por Paroul et al. (2016) sobre a composicdo
guimica de dleos essenciais e atividade antioxidante de extratos aquosos e dleos
essenciais de B. dracunculifolia e B. trimera, verificou que os extratos aquosos
obtiveram maior atividade antioxidante com valor de ICso de 0,037 e 0,049 mg/mL,
e ja os Oleos essenciais obtiveram ICso de 3,521 e 6,193 mg/mL para B.
dracunculifolia e B. trimera respectivamente.

Comparando-se os oOleos essenciais femininos e masculinos de B.
dracunculifolia da regido dos Campos Gerais e da regido Oeste do Parang, constata-
se que existem variagdes quimicas nas amostras analisadas, compostos existentes
em uma amostra ndo transcorrem mutuamente na outra, enquanto alguns
compostos sdo encontrados em ambas as amostras, diferindo-se na proporgao de
seus metabdlitos secundarios (BESTEN et al., 2012).

De acordo com Besten et al. (2012) certos fatores podem interferir na
composicdo quimica dos metabdlitos secunddrios dos espécimes femininos e
masculinos das plantas do género Baccharis, tais como a genética, o ambiente e a
ecologia, dessa forma demonstra-se a importancia de analisar ambos os 6leos
essenciais, ja que as plantas desse género sdo geralmente didicas e apresentam
diferencas na composicdo quimica de seus espécimes.

CONCLUSOES

Através desse trabalho foram identificados os constituintes quimicos dos
Oleos essenciais de espécimes masculinos e femininos de B. dracunculifolia,
demonstrando a diferenga na composi¢ao quimica entre os individuos da espécie.

Nos ensaios citotoxico e antioxidante, os dois éleos essenciais de B.
dracunculifolia apresentaram atividade significativa, principalmente o éleo
feminino, demonstrando a necessidade e a relevancia de estudos
complementares.
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