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RESUMO

As plantas medicinais sdo amplamente utilizadas como remédios caseiros ou como
tratamento alternativo e/ou complementar devido a variedade de metabdlitos
constituintes. O género Baccharis (Asteraceae) se destaca pelo uso popular para alivio da
dor, para tratamento de doengas gastrointestinais e como anti-inflamatério. Algumas
espécies de Baccharis sdo conhecidas na literatura por acdes terapéuticas atribuidas aos
acidos fendlicos, flavonoides e terpenos. Assim, esse género € considerado uma fonte
promissora para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos com acdo anti-
inflamatoria. No presente trabalho, realizou-se o estudo do potencial anti-inflamatério in
vitro de algumas espécies desse género e o estudo fitoquimico de B. myriochepala. Apds
a avaliacdo preliminar dos extratos etanolicos de 12 espécies de Baccharis sobre a
liberacdo dos mediadores pré-inflamatorios TNF, IL-1B e IL-6 em células THP-1
estimuladas por LPS in vitro, observou-se que o extrato de partes aéreas de B.
myriocephala reduziu significativamente a liberagdo desses mediadores na concentragao
de 30 pg/mL. Nesse contexto, seguiu-se o fracionamento e isolamento das substancias
atraves de técnicas cromatogréaficas. A partir da fracdo obtida em acetato de etila, foram
isoladas e identificadas duas flavonas, hispidulina e cirsimaritina, caracterizada por
RMN, empregando experimentos 1D (1 H e 13C) e 2D (HSQC e HMBC). Os dois
compostos isolados foram avaliados in vitro frente a liberacao de IL-1p nas concentragdes
3, 10 e 30 uM. A hispidulina apresentou inibicdo maxima na concentracdo de 10 uM,
reduzindo em 57,1 + 16,3% a liberacdo da citocina IL-1p enquanto a cirsimaritina inibiu
em 69,8 £ 4,3% a liberacdo dessa citocina, quando avaliada na mesma concentracao. Em
conclusdo, o estudo resultou na identificacdo e determinacao estrutural de duas flavonas
a partir do extrato etandlico de partes aéreas de B. myriocephala, com potencial atividade

anti-inflamatoria.

Palavras-chaves: Baccharis; Baccharis myriocephala; atividade anti-inflamatoria;
flavonas.



ABSTRACT

Medicinal plants are widely used as home remedies or as an alternative and/or
complementary treatment due to the variety of chemical constituents. The genus
Baccharis (Asteraceae) stands out for its popular use for pain relief, for the treatment of
gastrointestinal diseases and as an anti-inflammatory agent. Some Baccharis species are
known in the literature for therapeutic actions attributed to phenolic acids, flavonoids and
terpenes. Thus, this genus is considered a promising source for the development of new
therapeutic agents with anti-inflammatory action. In the present work, the study of the in
vitro anti-inflammatory potential of some species of this genus and the phytochemical
study of B. myriochepala were carried out. After a screening process regarding the
evaluation of the effect of the extracts on the release of the pro-inflammatory mediators
TNF, IL-1p and IL-6 in THP-1 cells stimulated by LPS in vitro, it was observed that the
ethanolic extract of aerial parts from B. myriocephala significantly reduced the release of
these mediators at a concentration of 30 pg/mL. In this context, the fractionation and
isolation of substances through chromatographic techniques followed. From the fraction
obtained in ethyl acetate, two flavones were isolated and identified, hispidulin and
cirsimaritin, characterized by NMR, using 1D (*H and *3C) and 2D (HSQC and HMBC)
experiments. The two isolated compounds were evaluated in vitro for their effects on the
release of IL-1p at concentrations at 3, 10 and 30 pM. Hispidulin had maximum inhibition
at 10 uM, reducing the release of IL-1p by 57.1 £ 16.3%, while cirsimaritin inhibited the
release of this cytokine by 69.8 + 4.3% when evaluated at the same concentration. In
conclusion, the study resulted in the identification of two flavones from the ethanolic

extract of aerial parts of B. myriocephala, with potential anti-inflammatory activity.

Keywords: Baccharis; Baccharis myriocephala; anti-inflammatory activity; flavones.
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Conjunto de Fotodiodo

HSQC — “Heteronuclear single bond coherence”
ICB — Instituto de Ciéncias Bioldgicas
IL — Interleucina

INF- (a/B/y) — Interferon- (Alfa, Beta, Gama)



IV — Infravermelho

LPS — Lipopolissacarideo

mg — Miligramas

m/z — Razdo massa/carga

MeOH - Metanol

Mhz — Megahertz

MS — Espectrometria de Massas

MTT — Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazélio
NF-kB — Fator de Transcri¢cdo Nuclear Kappa B

NK — “Natural Killer”

OMS - Organiza¢do Mundial da Sadde

OPD - orto-Fenilenodiamina

PAMP — Padrbes Moleculares Associados a Patdgenos

PBS — Tampéo Fosfato-Salino

PDA — Conjunto de Fotodiodo

PHE — Extrato fenolico

PMA — Acetato Miristato de Forbol

Ppm — Partes por milh&o

PRP — Receptores de Reconhecimento de Padrdes

RMN de 13C — Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13
RMN de H — Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
RP-HPLC — Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia de Fase Reversa
SAP — Extrato de Saponina

SFB — Soro Fetal Bovino

TGF-p — Fator de transformacédo do crescimento beta

TLR — Receptores semelhantes a Toll

TLR4 — Receptor tipo Toll 4

TNFa — Fator de Necrose Tumoral Alfa

Tr — Tempo de Retencgdo

UPLC-PDA-ESI-MS — Cromatografia a Liquido de Ultra Eficiéncia acoplada a Detector
de Conjunto de Fotodiodo e Espectrémetro de Massas com Fonte de lonizagdo
Electrospray

UV/VIS — Ultravioleta/Visivel
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo das plantas com fins medicinais para alivio dos sintomas, tratamento ou prevencao
de diversas doencas € de conhecimento milenar e fundamentada no acimulo de informacdes,
teorias e crencas por diferentes grupos étnicos (BRASIL, 2015). A Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) define planta medicinal como sendo "todo e qualquer vegetal que possui, em um
ou mais 6rgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam

precursores de farmacos semissintéticos™ (WHO, 1998).

As plantas medicinais sdo amplamente utilizadas como remédios caseiros ou como tratamento
alternativo e/ou complementar principalmente onde a disponibilidade dos servicos de saude é
limitada. Estimativas da OMS indicam que cerca de 80% da populacdo mundial utiliza ervas
para cuidados de satde primaria, principalmente em paises em desenvolvimento (BRASIL,
2006; WHO, 2009). Portanto, tais plantas sdo importantes para a o desenvolvimento de
farmacos, ndo somente quando seus constituintes sdo usados diretamente como agentes
terapéuticos, mas também como protdtipos na sintese biomimética, além de possibilitarem a
descoberta de novas propriedades terapéuticas ainda ndo atribuidas a substancias conhecidas
(WHO, 1998).

A ampla biodiversidade vegetal no Brasil e os estudos dos metabdlitos secundarios que sdo
extraidos de plantas possibilita a descoberta de substancias com diversas aplicacGes terapéuticas
potenciais, incluindo a atividade anti-inflamatoria. O efeito de diversas plantas medicinais sobre
o0 processo inflamatorio ja foi bastante investigado e encontra-se bem documentado em diversos
estudos (RIBEIRO et al., 2018). Varias classes de metabdlitos especiais ja foram investigadas
e se mostraram ativas em modelos de doencas inflamatérias crénicas (COTE et al., 2022;
KUNNUMAKKARA et al., 2018). As plantas sdo, portanto, consideradas uma fonte

importante para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

A inflamacdo esta associada a diversas doencas, e o processo inflamatério € iniciado em
decorréncia de lesdes, infec¢des, irritacbes ou qualquer outro evento, fisiologico ou ndo, que
interrompa a homeostase (MEDZHITQOV, 2008). O principal objetivo desse processo € proteger
0 hospedeiro e restaurar a homeostase. Para tal, uma complexa cascata de sinalizacao é ativada,
em um processo auto-regulado, que envolve a produgédo de mediadores inflamatorios, incluindo
citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF), as interleucinas (IL) -1p e -6 e mediadores

lipidicos. Portanto, a inflamacdo € um mecanismo fisiologico de defesa e as citocinas e
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quimiocinas sdo mediadores importantes na regulacdo da inflamagcdo (CHEN et al., 2018;
CHOVATIYA, MEDZHITQV, 2014).

As plantas do género Baccharis possuem efeito sobre o processo de sinalizacdo inflamatoria,
podendo atenuar a inflamacdo (OLIVEIRA et al., 2012; TAGUCHI et al., 2015). As atividades
farmacoldgicas das espécies do género Baccharis sdo atribuidas aos constituintes fitoquimicos
j& identificados, por exemplo: flavonoides, terpenos, acidos fendlicos, entre outros (VERDI et
al., 2005).

Assim, no presente trabalho avaliou-se o potencial anti-inflamat6rio de espécies vegetais do
género Baccharis e realizou-se o fracionamento biomonitorado de B. myriocephala a fim de se

obter substancias bioativas com potencial anti-inflamatorio.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a potencial atividade anti-inflamatoria de espécies do género Baccharis ocorrentes em
Minas Gerais, e realizar o estudo fitoquimico de espécie selecionada visando identificar seus

constituintes bioativos.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Preparar os extratos de folhas, caules e partes aéreas de plantas do género Baccharis
coletadas no Parque Nacional de Itatiaia (RJ/MG).

2.2.2 Avaliar a atividade dos extratos vegetais obtidos em ensaios de liberacao de citocinas pro-

inflamatdrias TNF, IL-1p e IL-6, por células THP-1 estimuladas com lipopolissacarideo (LPS).

2.2.3 Realizar a caracterizacdo quimica de extratos selecionados utilizando técnicas
cromatograficas hifenadas (HPLC-PDA e UPLC-PDA-ESI-MS).

2.2.4 Realizar o fracionamento do extrato selecionado biomonitorado por ensaios de liberacao
de citocinas pro-inflamatorias (TNF, IL-1p e IL-6).

2.2.5 Isolar e elucidar a estrutura quimica dos constituintes isolados, utilizando metodos

espectroscopicos usuais.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 O processo inflamatorio

O médico Cornelius Celsius, no século 1 d.C., foi o primeiro a definir os sintomas clinicos da
inflamacéo. Foram descritos quatro sinais cardinais da inflamacéo, quais sejam: rubor (devido
a hiperemia), tumor (inchago), calor (associado ao aumento do fluxo sanguineo) e dor
(RESENDE, 2015). Em 1858, Rudolf Virchow, descreveu a functio laesa (perda da funcao)

como a quinta caracteristica da inflamacdo (HEIDLAND et al., 2006).

A inflamacdo (do Latim inflamare, atear fogo) pode ser definida como uma reacdo a lesdes
traumaticas, danos quimicos ou fisicos, de natureza autoimune ou em resposta a agentes
infecciosos (RESENDE, 2015). E um mecanismo fisiol6gico que envolve a liberacdo de
substancias sinalizadoras, principalmente proteinas e mediadores lipidicos, o recrutamento de

células imunes, e visa reestabelecer a homeostase tecidual (GALVAO et al., 2019).

O processo inflamatorio pode ser iniciado por fatores extrinsecos, como bactérias, virus ou
alérgenos, ou por fatores enddgenos que surgem em decorréncia de danos celulares, como a
liberacdo de moléculas pelas células necrdticas, que possuem padrdes moleculares associados
a patogenos (PAMPs) e padrdes moleculares associados a danos (DAMPS). Esses padrdes séo

reconhecidos pelas células circulantes e ativam o sistema imunolégico (MEDZHITOV, 2008).

Observam-se na inflamacao fenbmenos vasculares, tais como dilatacéo dos vasos e aumento do
fluxo sanguineo, e fendmenos exsudativos, caracterizados por extravasamento de liquido e
leucdcitos para o espaco extravascular, que contribuem para a migracgéo leucocitaria ao local da
injaria. O processo inflamatério é mediado pela sintese e liberacdo de diversas substancias,
denominadas mediadores da inflamacdo (CHOVATIYA, MEDZHITOV, 2014).

Os mediadores envolvidos na sinalizacdo inflamatéria variam de acordo com o tipo de receptor
de reconhecimento de padrdes (PRRs) ativado em resposta a PAMPs ou DAMPs, sendo 0
primeiro passo no desenvolvimento da resposta imune inata. Esses mediadores podem ser
classificados em sete grupos de acordo com suas propriedades bioquimicas: aminas ou
peptideos vasoativos, fragmentos do sistema complemento, mediadores lipidicos, quimiocinas,
citocinas e enzimas proteoliticas (MEDZHITOV, 2008).

As citocinas sdo proteinas sollveis de baixo peso molecular, como interleucina (IL), interferon

(INF), fator de necrose tumoral (TNF) e fator de crescimento tumoral (TGF). As citocinas pré-
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inflamatorias, como TNF, IL-1p e IL-6 possuem diversos papeis na sinalizacdao inflamatoria,
incluindo a diferenciagdo, proliferacdo e sobrevivéncia de células do sistema imune, e
potencializagdo de sinais apoptéticos. As quimiocinas ou citocinas quimioatrativas,
desempenham um papel sobre a fisiologia leucocitéria ao controlar o trafego de leucécitos. Por
exemplo, a IL-8 ou CXCLS8, promovem a migracdo coordenada de células do sistema imune
em direcdo ao sitio da injuria (CARRAZZONI, 2016; CARVALHO, 2018; SUGIMOTO et al.,
2019; YAO, NARUMIYA, 2019).

Os mediadores pré-inflamatorios sdo produzidos majoritariamente em decorréncia da ativacao
do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB). Outras vias também sdo ativadas, levando a
liberacdo de mediadores lipidicos, prostaglandinas e leucotrienos (MUSSBACHER et al., 2019;
SINGH et al., 2020).

Os PRRs incluem receptores do tipo Toll (TLR), tipo RIG-I, tipo NOD, tipo AIM2 e lecitina
tipo C (BRUBAKER, 2015). A familia de TLR e a mais estudada e é responsavel pela detecgdo
de PAMPs ou DAMPs no exterior da célula, em endossomos e lisossomos intracelulares. Os
receptores do tipo Toll sdo classificados em duas subfamilias com base em sua localizacéo,
TLRs localizados na membrana plasmatica das células ou TLRs dentro dos endossomos,
conhecidos como receptores transmembranares do tipo | e desempenham um papel integral no
sistema imunologico inato (KAWASAKI et al., 2014).

O reconhecimento dos PAMPs ou DAMPs ¢ multifacetado e pode ativar especificamente um
tipo de TLR. Por exemplo, 0 TLR4 de mamifero detecta componentes da superficie celular
microbiana, como o lipopolissacarideo (LPS) presente em bactérias Gram-negativas
(FITZGERALD et al., 2020; NIE et al., 2018). A ativacdo desse receptor desencadeia uma
cascata de vias de sinalizacdo intracelular, incluindo as vias de proteina cinase ativada por
mitogenos (MAPKS) e estimulam a translocacdo do fator nuclear kappa B (NF-xB) (CHEN et
al., 2018).

A eliminacdo dos sinais referentes a presenca de patdgenos ou lesao tecidual sinaliza o declinio
do processo pro-inflamatério e a ativacdo do processo resolutivo, com uma série de eventos
moleculares e celulares que levam a restauracdo da estrutura do tecido e da funcdo dos 6rgaos
em busca do equilibrio homeostatico (SUGIMOTO et al., 2016).
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3.1.1 Via de sinalizagdo da inflamacgé&o por NF-kB

O fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) ¢ um regulador critico das respostas
inflamatorias e homeostase, sendo um fator crucial na patogénese da doenga inflamatéria (KOK
et al., 2021). Em 1986, essa proteina foi descrita pela primeira vez como fator de transcrigdo
que conduz a expressdo da cadeia k de imunoglobulinas em células B, mas atualmente, sabe-se
que 0 NF- kB ¢é expresso em quase todas as células do corpo humano e que regula a expressao
de milhares de genes envolvidos em processos de imunidade, crescimento celular e apoptose
(MUSSBACHER et al., 2019; SINGH et al., 1986).

Tendo em vista a importancia desse fator de transcricdo no processo inflamatério e na
imunidade, diversos estudos foram conduzidos para compreender as vias de sinalizagdo que
culminam em sua ativacdo. A atividade do NF-«B ndo é desencadeada apenas por citocinas
inflamatdrias, como TNF-o ou IL-1B, mas também por componentes da parede celular
bacteriana, como lipopolissacarideos, por virus, ou por condi¢Ges de danos fisicos. Com 0s
avancgos nos estudos, alguns pesquisadores classificaram, didaticamente, a ativacdo em (i) via
candnica, que ¢ desencadeada por TNFa, IL-1 ou LPS; (ii) via ndo canénica, induzida pelo
ligante CD40 ou linfotoxina 3; e (iii) vias de sinalizacdo atipicas, como a iniciada por dano ao
DNA (LAWRENCE, 2009; MUSSBACHER et al., 2019).

Na auséncia de estimulos, os dimeros de NF-kB permanecem no citoplasma em estado
inativado, ligados a uma molécula de proteina inibidora (IkB), inibindo a translocagdo de NF-
kB para o nicleo. A via candnica de ativacdo consiste na degradagdo de IxBo desencadeada
através de sua fosforilagdo por um complexo IkB quinase (IKK). Portanto, a fosforilacdo de
IxB ocorre por meio do complexo IKK, que é composto por duas cinases cataliticamente ativas
IKKa e IKKp, e uma subunidade regulatoria denominada IKKy (Figura 1). Uma vez ativado, o
NF-xB ¢ translocado para o nucleo, ligando-se a regido promotora do gene alvo, iniciando a
transcricdo génica (LIU et al., 2017; SINGH et al., 2020).

Apos a ativacdo do NF-«xB a resposta biologica ¢ variada e sujeita-se ao tipo de célula, da
permissividade das regides promotoras, que é regulada por mecanismos epigenéticos e, ainda,
das vias de feedback adicionais (co-estimuladores ou repressores), que se cruzam com a via do
NF-xB (MUSSBACHER et al., 2019).
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Figura 1: Ativacdo de NF-xB

Inflammatory
stimuli : f X
IKK complex NF-xB
complex Cytoplasm[] Nucleus

Fonte: Ghosh & Hayden, 2008.

3.2 O Género Baccharis

O género Baccharis, descrito por Linné, em 1753, pertence a tribo Astereae e subtribo
Baccharidinae, sendo esse 0 maior género da familia Asteraceae (Figura 2). O nome Baccharis
(Bakkharis) tem origem grega, sendo uma antiga denominacdo utilizada para algumas plantas
arbustivas (BUDEL et al., 2005).

Figura 2: Posigéo taxondmica do género Baccharis

‘ Familia |

Asteraceae Tribo |
Asterae Subtribo |
Baccharidinae | Género

| Baccharis

Fonte: Adaptado de BUDEL, 2005.

Esse género compreende mais de 500 espécies, distribuidas principalmente na América do Sul.
Ha uma grande concentracdo de espécies no Brasil e nos Andes, indicando que toda essa area
é o provavel centro de origem do taxon (BUDEL et al., 2005; VERDI et al., 2005).

No Brasil, sobretudo, encontram-se nas regides sul, sudeste e centro-oeste e, sdo descritas pelo
menos 178 espécies de Baccharis, das quais mais de 150 substéncias foram isoladas e
identificadas (CAMPOS et al., 2016; HEIDEN et al., 2016). As espécies mais conhecidas sdo
a Baccharis dracunculifolia e a Baccharis trimera, sendo essa Ultima descrita na 62 edicdo da
Farmacopeia Brasileira. As espécies desse género apresentam-se como subarbustos perenes,
possuem ramos cilindricos, caules trialos e medem em média de 0,5 a 4,0 m de altura, por vezes
afilos ou com raras folhas sésseis e pecioladas (BRASIL, 2019; ZUCCOLOTTO, 2017).

Diferentes espécies de Baccharis sdo utilizadas com finalidades medicinais. As espécies B.

articulata e B. crispa sdo empregadas no Brasil para o alivio da dor. As espécies B. articulata,
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B. crispa, B. trimera, B. serratifolia e B. vaccinoides sdo utilizadas tradicionalmente em
diversos paises da América do Sul como digestivas, coleréticas e colagogas e no alivio de
desordens estomacais. Ja as espécies B. coridifolia, B. trimera, B. ilinita, B. latifolia, B.
obtusifolia, B. petlandii e B. subalata séo utilizadas no tratamento de reumatismo, doencas
hepaticas e na cicatrizagdo de feridas. Outras espécies como a B. dracunculifolia, B. teindalenis
e B. tricuneata sdo utilizadas como antimicrobianas. Diversas espécies sdo empregadas no
tratamento da esterilidade feminina e da impoténcia masculina (ABAD, BERMEJO, 2007,
LOSQUI et al., 2009; STOLZ et al., 2014).

Além disso, os 6leos essenciais de Baccharis tém sido utilizados h& séculos como agentes
terapéuticos na medicina tradicional. Os 6leos essenciais desse género tém sido investigados
por suas varias atividades bioldgicas, incluindo antimicrobiana e antifungica (OLIVEIRA et
al., 2019; PEREIRA et al., 2016), anti-inflamat6ria (FLORAO et al., 2012) e larvicida contra
Aedes aegypti (BOTAS et al., 2017).

Apesar do extenso uso medicinal das espécies e do nimero significativo de substancias ja
isoladas, somente 30% das espécies deste género apresentam algum tipo de estudo quimico ou
biologico (CAMPOS et al., 2016). Portanto, 0 emprego terapéutico dessas plantas exige o
conhecimento prévio de seus compostos para a avaliagdo das potencialidades terapéuticas e
toxicidade.

3.2.1 Propriedades farmacologicas e composicdo quimica de espécies do género
Baccharis

Substancias fendlicas (acidos fenolicos e flavonoides), sesquiterpenos, diterpenos com
esqueletos clerodanicos, labdanicos e cauranicos, triterpenos, tricotecenos e fenilpropanoides,
como os derivados do &cido cumarico sdo alguns dos constituintes isolados de espécies de
Baccharis. Os flavonoides e terpenoides sdo considerados 0s grupos de maior ocorréncia no
género (VERDI et al., 2005; ZUCCOLOTTO, 2017).

O fracionamento do extrato etandlico de partes aéreas de B. retusa, biomonitorado por ensaio
de atividade antimicrobiana, levou ao isolamento da flavanona 5,4-diidroxi-7-metoxi-
flavanona, denominada sakuranetina (1). Essa flavanona apresentou atividade antimicrobiana
frente a seis espécies do género Candida, duas espécies do género Cryptococcus e frente a
Saccharomyces cereviseae, com valores de concentracdo inibitéria minima variando entre 0,32
e 0,63 ug/mL (GRECCO et al., 2014).
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A sakuranetina (1), isolada de folhas de B. retusa, também foi capaz de atenuar a inflamagéo
pulmonar em modelo murino de sensibilizagcdo por ovalbumina. Os camudongos tratados com
sakuranetina (20 mg.kg® por via intranasal) reduziu significativamente o numero de
eosinofilos, a concentracdo da citocina IL-5 e da quimiocina RANTES em comparagéo ao grupo

sensibilizado a partir do homogenato pulmonar (TOLEDO et al., 2013).

Santos e colaboradores (2010) demonstraram a atividade anti-inflamatoria do extrato de
Baccharis dracunculifolia em modelos in vivo de nocicepcdo e inflamacdo em roedores. O
extrato foi administrado por via intraperitoneal, nas doses de 50 a 400 mg/kg, e apresentou
atividade anti-inflamatdria, diminuido o edema de pata traseira induzido por carragenina em
ratos, e propriedade antinociceptiva quando administrado por via oral em modelos agudos e

cronicos de dor.

Em modelo experimental de pleurisia induzida por carragenina em ratos, o extrato aquoso de
partes aéreas de B. trimera, adiministrado por via intraperitoneal nas doses de 400 e 800 mg/kg,
causou reducdo significativa do volume de exsudacdo e da migracdo de leucdcitos
polimorfonucleares (PAUL et al., 2009).

Oliveira e colaboradores (2012) avaliaram a atividade anti-inflamatéria e antioxidante de
extratos enriquecidos em fenolicos (PHE) e em saponinas (SAP) obtidos de partes aéreas de B.
trimera. O extrato PHE apresentou a melhor atividade antioxidante em ensaio de reducdo do
DPPH, com Clso de 1,57 pg/mL. Esse extrato também foi avaliado in vivo em modelo de
pleurisia induzida por carragenina e reduziu levemente o volume de exsudato (21,31 + 0,16%
de inibicdo, p <0,001) e moderadamente a migracdo de leucocitos totais e células
polimorfonucleares (63,35 + 13,53% e 46,79 + 19,65% de inibicdo respectivamente, p <0,05),
na dose de 15 mg/kg, administrada por via intraperitoneal, quando comparado ao grupo
carragenina. Nos animais tratados com SAP, na dose de 30 mg/kg, o volume de exsudato foi
levemente diminuido (22,34 + 0,22% de inibigdo, p <0,01) quando comparado ao grupo
carragenina. Observou-se também reducdo significativa na migracdo de leucdcitos totais e

celulas polimorfonucleares em comparagdo ao grupo ndo tratado.
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Os 0leos essenciais de espécies de Baccharis também vém sendo estudados. O 6leo obtido por
hidrodestilacdo de folhas de B. reticularia, constituido majoritariamente por monoterpenos e
sesquiterpenos foi capaz de inibir a enzima acetilcolinesterase com um valor de Clso de 301,9
ug/mL (BOTAS et al., 2017). Souza e colaboradores (2021) avaliaram o efeito inseticida de
6leos essenciais de sete espécies de Baccharis. As espécies B. calvescens, B. mesoneurae B.
oblongifolia, causaram mortalidade em mais de 80% dos adultos de D. suzukii na concentragao

de 80 mg/L em bioensaios de ingestao e aplicagdo topica.

O 06leo essencial obtido das folhas de B. oreophila apresentou efeito antimicrobiano contra a
bactéria Gram-positiva S. aureus com zona de inibicdo média de 10,33 =+ 0,5 mm, cujos
compostos majoritarios identificados foram os sesquiterpenos oxigenados khusimone (2)
(16,37%) e espatulenol (3) (16,12%) (OLIVEIRA et al., 2019).

(€))

Budel e colaboradores (2018) avaliaram a composicdo quimica dos 0leos essenciais de cinco
espécies de Baccharis. A analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
constatou que o0s constituintes frequentemente encontrados sdo monoterpendides e

sesquiterpendides, como: a-pineno, B-pineno, limoneno, a-bisabolol, espatulenol e kongol.

Silva e colaboradores (2018) avaliaram a toxicidade aguda da tintura de B. trimera administrada
em dose Unica de 2000 mg/kg a ratos, por via oral com a ajuda da sonda esofagica. Nao houve
morte e nem alteracbes significativas dos pardmetros bioquimicos e nos parametros
hematoldgicos nos grupos tratados com o extrato. Em seguida avaliou-se a atividade
antimicrobiana desse extrato, pelo método de difusdo em disco, observando-se atividade

antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

O extrato diclorometanico de partes aéreas de B. conferta foi analisado quanto a atividade anti-
inflamatéria no modelo de edema de orelha de camundongos induzido por 12-O-
tretradecanoilforbol-13-acetato. O extrato reduziu o edema em 785 + 0,72%, ap6s
administracdo de 1,0 mg diretamente na orelha do animal. A inflamagéo foi reduzida com a

aplicagdo tdpica das substancias isoladas kingidiol (4) e cirsimaritina (5) (SILVIA et al., 2020).
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Sotillo e colaboradores (2021) isolaram trés flavonas metoxiladas (8-metoxicirsilineol (6),
xantomicrol (7) e sideritoflavona (8)) de partes aéreas de B. densiflora e testaram a toxicidade
em linhagem celular de cancer de mama. Suas estruturas sdo semelhantes, mas apresentam
perfis de toxicidade muito diferentes. Eles descobriram que a sideritoflavona € 50 vezes mais
toxica para as células JIMT-1 em comparacdo com o xantomicrol, apesar de 0s compostos

diferirem apenas por um grupo hidroxila.
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Uma triagem de atividade citotdxica realizada com extratos de 14 espécies do género Baccharis
demonstrou o potencial citotoxico das espécies B. imbricata e B. megapotamica frente a
linhagem tumoral A549 na concentragédo de 20 pg/mL. O fracionamento biomonitorado de B.

imbricata resultou no isolamento e identificagcéo do flavonol betuletol (9) (RABELO, 2020).
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O potencial anti-inflamatério de 13 espécies desse género foi avaliado in vitro em células THP-
1 estimuladas por LPS. O extrato etandlico de B. calvescens reduziu significativamente a
liberacdo de IL-1B na concentracdo de 20 pg/mL e seu estudo fitoquimico biomonitorado
resultou no isolamento de duas flavonas a cirsimaritina (5) e genkwarina (10) (FRADE, 2020).
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Zampiere e colaboradores (2019) isolaram dois novos flavonoides, oblongifoliosideo A (11) e
oblongifoliosideo B (12), juntamente com 8 substancias ja conhecidas, a partir de folhas de B.
oblongifolia. As substancias isoladas foram testadas quanto a sua atividade antirradicalar
usando um ensaio DPPH, e oblongifoliosideo A e oblongifoliosideo B (Clsp 13,3 +0,5¢e 12,4

+ 0,2, respectivamente) apresentaram maior atividade em comparacao ao Trolox (45,4 £ 1,7).

OH OH
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3.2.2 Baccharis myriocephala

Baccharis myriocephala DC., pertencente a se¢do Caulopterae que ocorre exclusivamente na
América do Sul, é um subarbusto ramificado com caule trialado (HEIDEN et al., 2009). Esta
caracteristica € comum entre as outras espécies desta secdo e por serem morfoldgica e
anatomicamente semelhantes, sdo conhecidas popularmente como carqueja (BUDEL et al.,
2005).

Struiving e colaboradores (2020) avaliaram a composicao quimica do 6éleo essencial das folhas
de B. myriocephala por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. As
substancias identificadas em maior percentual foram: linalool (12), espatulenol (3) e 6xido de
cariofileno (13). Apds o fracionamento do extrato das folhas de B. myriocephala por particao
com variacdo de pH, a composicdo quimica da fracdo obtida em acetato de etila foi
caracterizada, identificando-se sete flavonoides e quatro acidos fenolicos utilizando a técnica
HPLC-DAD. As anélises dos picos cromatograficos das fragcdes obtidas em acetato de etila em
pH &cido e basico, resultou na identificacdo do &cido galico, catequina, acido clorogénico, acido
cafeico, acido elagico, epicatequina, rutina, quercitrina, quercetina, kaempferol e luteolina. Os
pesquisadores também determinaram que essa fracdo tem atividade captadora de radicais livre
no ensaio do DPPH, o que significa que as substancias presentes na amostra exibiram

capacidade doadora de hidrogénio de acordo com o estudo.
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Nenhum outro relato sobre o estudo fitoquimico e atividade bioldgica para essa espécie foi

encontrado na revisdo bibliogréafica realizada.

3.2.3 Flavonoides e atividade anti-inflamatoria

Os flavonoides representam uma das classes de substancias fendlicas mais importantes. Sao
diversificados entre os produtos de origem vegetal e estdo amplamente distribuidos no reino
vegetal, sendo encontrados em diversas partes anatdmicas das plantas, especialmente as partes

aéreas. A estrutura quimica dos flavonoides esta baseada no nucleo flavilium, o qual consistem
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em 15 atomos de carbono com arranjo estrutural do tipo C6-C3-C6, ou seja, composto por dois
anéis aromaticos (A e B), conectados por uma ponte de trés carbonos, formando um anel
heterociclico (anel C) (Figura 3) (MACHADO et al., 2008). Mais de 15.000 compostos
identificados sdo agrupados em, relativamente, poucas subclasses de flavonoides, com base em
seu esqueleto e/ou origem biossintética. As principais subclasses sédo as flavonas, flavanonas,

isoflavonas, flavonois, flavan-3-ois e antocianinas (DIAS et al., 2021; SAJID et al., 2021).

Os flavonoides apresentam grande interesse cientifico. Diversas atividades bioldgicas vém
sendo investigadas, tais como, atividades antialérgica, antiviral (JO et al., 2019; LANI et al.,
2016), antimicrobiana (SILVA et al., 2018) antifungica (ABOODY et al.; 2020), anti-
inflamatoria (OLIVEIRA et al., 2012) e vasodilatadora (LIMA et al., 2012). Esses efeitos
biologicos sdo atribuidos principalmente a propriedade de protecdo contra a peroxidagédo
lipidica por ions metalicos eliminadores ou atuagdo como quelantes de radicais livres
responsaveis pela geracdo de espécies reativas, capazes de danificar uma ampla gama de
biomoléculas essenciais (VIEIRA et al., 2011).

Figura 3: Estrutura bésica dos flavonoides e subclasses
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Taguchi e colaboradores (2015) relataram reducdo na inflamacgdo pulmonar, induzida por
administracdo intranasal de elastase, apds tratamento com a sakuranetina (1) (20 mg/kg, via
intranasal), uma flavanona metoxilada isolada das partes aéreas de Baccharis retusa. Os autores
relataram reducdo no edema alveolar, na deposicdo de fibras elasticas e de colageno, além de
reducédo dos niveis de citocinas, especialmente TNF e IL-13. Um possivel mecanismo proposto
para a atividade anti-inflamatdria observada para a sakuranetina foi a regulacdo da ativagao do
NF-xB, diminuindo a expressio de citocinas pro-inflamatdrias. Santana e colaboradores (2019),
também avaliaram o efeito anti-inflamatério da sakuranetina (1) in vitro em células RAW 264.7
estimuladas por LPS, e in vivo em modelo de inflamacgéo alérgica crénica. Observou-se que
esse flavonoide, nas concentragcfes 10, 20 e 50 pg/mL, reduziu os niveis de 6xido nitrico, IL-
1B e IL-6 na analise in vitro. Na avaliagdo in vivo, o tratamento com sakuranetina, pela via
intranasal, na dose 20 mg/kg reduziu os niveis séricos de IgE, a inflamacao pulmonar (migracéo
de eosinofilos, neutrofilos e liberagdo de citocinas IL-13, IL-4 e RANTES) e producgéo de muco

epitelial respiratorio em animais sensibilizados com ovalbumina.

Lim e colaboradores (2013) observaram que o extrato de etandlico das cascas da raiz de Morus
alba inibiu os sintomas semelhantes a bronquite em modelo de inflamacdo das vias aéreas
induzida por LPS em camundongos. Os flavonoides isolados, kuwanona E (14), kuwanona G
(15) e norartocarpanona (16), inibiram significativamente a producdo de IL-6 nas células

epiteliais do pulmao (A549) e a producdo de NO nos macréfagos pulmonares (MH-S).

OH
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As mansoinas A, B e F, flavanonas heterotriméricas glicosiladas isoladas dos frutos de Mansoa
hirsuta apresentaram inibicdo significativa na liberacdo de TNF em células THP-1 estimuladas

por LPS, (Clso 48,1 +1,8; 20,0 £1,4; 19,3 £ 1,3 uM, respectivamente). Investigacao preliminar
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demonstrou que as mansoinas A e F foram capazes de inibir a fosforilacdo da subunidade p-65
do NF-kB, indicando provavel inibi¢do da via de sinalizagdo do NF-kB (CAMPANA et al.,
2014; CAMPANA et al., 2016).

A biflavanona metoxilada ourateina D (17), isolada do extrato de cascas de Ouratea spectabilis,
apresentou inibicdo seletiva sobre a liberacdo da citocina CCL-2 em células THP-1 estimuladas
por LPS, na concentracdo 10 uM (ROCHA et al., 2020).

OCH;
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Equipamentos

e Agitador magnético e chapa aquecedora Corning, modelo 6796-220.

e Autoclave vertical analégica.

e Balanca analitica Metler, modelo AB 204.

e Balanca analitica Sartorius, modelo BP 211D.

e Balanca semi-analitica Nucleo, modelo PR 1000.

e Banho-maria Fanem, modelo 146.

e Banho ultratermostéatico Servylab, modelo MCT 100 plus.

e Banho de ultrassom Unique, modelo USC 1400.

e Bombas de vacuo Fabbe (modelo 0320) e Edwards (modelo C 560786)

e Capela de fluxo laminar vertical Veco, modelo BioProtector 09.

e Centrifuga Hermle Z323K.

e Coluna para HPLC LiChrospher® 100 RP18, 150 x 4,6 mm d.i; com particulas de 5um
— Merck; com pré-coluna LiChrospher 100 RP-18 (10 x 4,6 mm d.i.), particulas de 5
um - Merck.

e Coluna analitica para UPLC BEH C-18 (2,1 x 50 mm d.i.), particulas de 1,7 um;
Acquity - Waters.

e Coluna preparativa para HPLC em escala preparativa C-18 (250 x 21, 5 mm),
particulas de 7 um, Zorbax, Agilent.

e Destilador de agua Fabbe, modelo A 95.

e Espectrdmetro de ressonancia magnética nuclear Bruker Ascend™ — 600 MHz.

e Espectrometro ultravioleta-visivel, com feixe duplo, HITACHI, modelo U-2900.

e Estufa de cultura Fanem, modelo 502 A.

e Estufa de secagem com renovacao de ar, Fanem.

e Evaporador rotatério Biichi, modelo B-480.

e Lavador de microplacas Bio-Rad, modelo ImmunoWash 1575.

e Leitor de microplacas Thermo Scientific™, modelo Varioskan Lux, com software
Skanlt.

e Liofilizador de bancada Liotop, modelo L101.

e Microcentrifuga Quimis, modelo Q222E14.
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e Micropipetas HTL, vol. ajustavel de 0,5 - 10 uL; 10 - 100 pL; 20 - 200 uL ¢ 100 -
1000 pL.

e Microscépio invertido, modelo CKX41, Olympus.

e Phmetro Metrohm, modelo 827 pH lab.

e Pipetador multicanal automatico 10 - 200 L, Transferpette®.

e Purificador de agua Milli-Q Plus — Direct-Q 3 Millipore.

e Sistemas de imagem celular EVOS, ThermoFisher Scientific.

e Sistema de cromatografia a liquido de alta eficiéncia (HPLC) Waters® 2695,
constituido por injetor automatico, detector de conjunto de fotodiodo (PDA) 2996,
bomba quaternaria L-6200* com degaseificador de linhas, e sistema computadorizado
operado pelo programa Empower, Waters®.

e Sistema de cromatografia a liquido de ultra eficiéncia (UPLC) - Waters®, composto
por detector de conjunto de fotodiodo (PDA) e espectrometro de massas equipado com
fonte de ionizacédo por electrospray (ESI), analisador de massas do tipo quadrupolo e
sistema computadorizado operado pelo programa MassLynx.

e Soprador térmico serigrafico Steinel, modelo HL-500.

e Ultrafreezer Liobras.

e \ortex Mixer, Vixar.
4.2 Solventes e reagentes

e 2-Mercaptoethanol, Sigma-Aldrich.

e Acidos grau P.A.: acido sulfurico e &cido cloridrico, Merck.
e Acido grau HPLC: 4cido férmico, Sigma-Aldrich.

e Albumina de soro bovino (BSA), Sigma-Aldrich.

e Bicarbonato de sddio, Sigma-Aldrich.

e Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il) 2,5-difeniltetrazo6lio, Sigma-Aldrich.
e Dexametasona, Sigma-Aldrich.

e Forbol-12-miristato-13-acetato (PMA), Sigma.

e Kit ELISA IL-1B humano, DY201 Duo Set, R&D Systems.
e Kit ELISA IL-6 humano, DY206 Duo Set, R&D Systems.

e Kit ELISA TNF-a humano, DY210 Duo Set, R&D Systems.
e Lipopolissacarideo (LPS), Sigma-Aldrich.
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e Meio de cultura RPMI-1640, R4130, Sigma-Aldrich.

e orto-Fenilenodiamina (OPD), Sigma-Aldrich.

e Pastilhas de tampéo fosfato salino, Sigma-Aldrich.

e Perdxido de hidrogénio P.A., Sigma-Aldrich.

e Silica gel 60 G, Sigma-Aldrich.

e Silica gel 60, 230-400 mesh, Merck.

e Solventes grau HPLC: acetonitrila e metanol, Tedia.

e Solventes grau padrdo analitico (P.A.): acetato de etila, acetona, diclorometano,
dimetilsulfoxido, etanol, hexano, hidroxido de sddio, metanol, tolueno.

e Soro fetal bovino, Gibco, Invitrogen.

e Thiazolyl Blue Tetrazolium, Sigma-Aldrich.

e Tween 20, Synth.

4.3 Vidrarias e materiais diversos

e Baléo de vidro de fundo redondo com junta esmerilhada, 500 e 1000 mL.

e Becker graduado de diferentes tamanhos.

e Borrifador de vidro.

e Céamara de Neubauer, Labor Optik.

e Capilar para aplicagdo em CCD.

e Contador manual numérico 4 digitos.

e Cromatoplacas de vidro de 5 x10 cm e 10 x10 cm.

e Cromatofolhas, Alugram XTRA SIL. Gel 60 UV254, Macherey-Nagel.

e Cubas cromatogréficas de vidro Pirex.

e Erlenmeyer graduado de diferentes tamanhos.

e Frascos de cintilacdo de vidro ambar de 20 mL.

e Frascos para cultura celular com tampa com filtro, ndo tratados, de 25 e 75 cm?,
Corning.

o Kitazato, 250 mL.

e Microplaca de 24 pocos para cultivo celular, K12-024, Kasvi.

e Microplaca de 96 pocgos para cultivo celular, K12-096, Kasvi.

e Microplaca de 96 pocos para imunoensaio, Nunc F, MaxiSorp, Invitrogen.
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Microtubo plastico de 2 mL e 1,5 mL do tipo safe-lock, Kasvi.

Pipetas sorologicas descartaveis, estéreis, de 2 mL, 5 mL, 10 mL e 25 mL, Sarstedt.
Placa de toque de porcelana.

Ponteiras plasticas, Sarstedt.

Seringas e agulhas de diferentes dimensdes.

Sistema de filtragdo esterilizante, descartavel, membrana de 0,22 pum, capacidade para
500 mL e 1000 mL, Corning.

Tubos criogénicos com rosca de 2 mL, Olen.

Tubos de ensaio de vidro para coletor de fragdes.

Tubos de plasticos em polipropileno com volumes de 15 e 50 mL, Kasvi.

Tubos para RMN Eco 300-600mhz, 7 polegadas, 178 x 5 mm d.i.

Vials de vidro com tampa e septos de teflon para uso no injetor automatico de sistema
de HPLC e UPLC-MS, Waters.

4.4 Reveladores para cromatografia em camada delgada (CCD)

Reagente anisaldeido (WAGNER & BLANDT, 1996):

Misturaram-se, lentamente, 0,5 mL de anisaldeido, 10,0 mL de &cido acético glacial,
85,0 mL de metanol e 5,0 mL de &cido sulfarico concentrado, sob resfriamento, nesta
ordem.

Reagente de produtos naturais/polietilenoglicol — NP/PEG (WAGNER & BLANDT,
1996):

1° Reagente: solucdo metandlica com 1% de 2-aminoetil difenilborinato (m/v); mantido
sob resfriamento

2° Reagente: solucao etanolica com 5% de polietilenoglicol (m/v).

4.5 Coleta e Identificacdo botanica

As espécies de Baccharis empregadas nesse trabalho foram coletadas pelo professor Dr.

Geraldo Wilson Fernandes, do Departamento de Botanica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais, no Parque Nacional do Itatiaia (RJ/MG), e

identificadas pelo pesquisador Dr. Gustavo Heiden da Embrapa Clima Temperado (ECT),

Pelotas. As exsicatas foram depositadas no Herbario ECT e os respectivos ndmeros de

identificacdo estdo dispostos no Quadro 1. O acesso ao Patrimdnio Genético (PG) foi cadastrado
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no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado (SisGen) sob o nimero A5BF5DO.

Quadro 1: Amostras de espécies do género Baccharis.

NUmero exsicata Espécie Parte da Planta
ECT 5934 Baccharis grandmucromata Caule
Folha
ECT 5931 Baccharis itatiaiae Caule
Folha
ECT 5937 Baccharis maxima Caule
Folha
ECT 5928 Baccharis montana Caule
Folha
ECT 5917 Baccharis myriocephala Partes aéreas
ECT 5930 Baccharis oblongifolia Caule
Folha
ECT 5919 Baccharis oreophila Caule
Folha
ECT 5911 Baccharis phylicifolia Caule
Folha
ECT 5929 Baccharis pseudomyriocephala Caule
Folha
ECT 5944 Baccharis regnellii Caule
Folha
ECT 5950 Baccharis stylosa Caule
Folha
ECT 5942 Baccharis uncinella Caule
Folha

4.6 Preparo do Material Vegetal

As amostras vegetais foram secas em estufa com circulacdo forcada de ar, a temperatura
méaxima de 40 °C. Posteriormente, as folhas e caules foram separados (quando possivel),
pulverizados em moinho de facas e acondicionadas em sacos de papel identificados e
armazenados em sala com climatizagédo (21 °C), totalizando 23 materiais vegetais, oriundos de

12 espécies.

4.7 Obtencao dos extratos

A obtencdo dos extratos foi realizada anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa. Para tal,
pesou-se aproximadamente 7,0 g de cada material vegetal previamente seco e pulverizado. A
extracdo foi realizada por maceracdo assistida por sonicagéo (ciclo de 15 min), empregando-se
etanol a 96 °GL (21 mL), seguida de centrifugacdo (227 x g, 7 min) e filtracdo do sobrenadante

em papel de filtro. Foram realizados trés ciclos extrativos para cada material vegetal. Os
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extratos obtidos foram acondicionados em frascos ambar devidamente identificados e o etanol
foi eliminado em temperatura ambiente em capela de exaustdo de gases. A agua residual foi
eliminada em liofilizador e os extratos foram mantidos em dessecador sob presséo reduzida. O

rendimento extrativo foi calculado e os resultados estéo dispostos na Tabela 1.

Todos os extratos foram avaliados quanto a capacidade de inibir a liberagcdo de citocinas pré-
inflamatorias em células THP-1 estimuladas por LPS in vitro, conforme descrito no item 5.2.
Os resultados obtidos permitiram selecionar as espécies para continuacdo do trabalho
fitoquimico.

Tabela 1: Rendimento extrativo dos extratos etandlicos de espécies Baccharis obtidos por
maceragao assistida por sonicacao.

Espécie Parte da Droga Extrato  Rendimento
planta vegetal (g)  obtido () (% m/m)

B. grandmucromata Caules 7,008 0,159 2,268
B. itatiaiae Caules 7,009 0,575 8,202
B. maxima Caules 7,009 0,140 2,003
B. montana Caules 7,005 0,158 2,260
B. myriocephala Partes aéreas 7,004 0,364 5,193
B. oblongifolia Folhas 7,010 0,299 4,262
B. oreophila Caules 7,002 0,074 1,051
B. phylicifolia Caules 7,017 0,158 2,256
B. pseudomyriocephala Caules 7,018 0,244 3,482
B. regnelli Caules 7,003 0,113 1,614
B. stylosa Caules 7,002 0,249 3,562
B. uncinella Caules 7,011 0,194 2,769

4.8 Obtencéo e fracionamento dos extratos das espécies bioativas

A partir dos resultados obtidos para os extratos nos ensaios de inibicdo da liberacdo de
mediadores pro-inflamatdrios in vitro (item 5.2), os materiais vegetais de B. oblongifolia
(folhas, 200 g), B. oreophila (caule, 50 g) e B. myriocephala (partes aéreas, 150 g) foram
submetidos a percolagdo exaustiva com etanol 96 °GL a temperatura ambiente. O etanol foi
eliminado em evaporador rotativo sob pressdo reduzida, a temperatura maxima de 50 °C. Os
extratos foram secos em liofilizador para a retirada de agua residual e armazenados em

dessecador a vacuo. O rendimento global extrativo foi calculado (Tabela 2).
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Tabela 2: Rendimento dos extratos de B. oblongifolia, B. oreophila e B. myriocephala obtidos
por percolacao.

Espécie Parte da Material Extrato Rendimento
planta vegetal (Q) obtido () (%)
B. oblongifolia Folhas 200,0 26,37 13,18
B. oreophila Caule 50,0 4,65 9,3
B. myriocephala Partes aéreas 150,0 17,13 11,42

Posteriormente, esses extratos foram avaliados quanto a inibi¢do da producéo de mediadores
pro-inflamatorios in vitro, e o extrato etandlico de partes aéreas de B. myriocephala foi
submetido ao fracionamento rapido em silica gel, empregando eluicdo com solventes de
polaridades crescentes (n-hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol/agua 1:1). Para
tanto, uma porcdo de aproximadamente 2,0 g do extrato etandlico de B. myriocephala foi
solubilizada em 3,0 mL de MeOH em banho ultrassom. Em seguida, essa mistura foi
incorporada a 5,0 g de silica gel 60 (0,04-0,063 mm/ 230-400 mesh; Sigma-Aldrich). Na
sequéncia, um funil de placa sinterizada foi empacotado com 35,0 g da mesma silica e a amostra
incorporada em silica foi depositada no topo do funil. A eluicdo ocorreu sequencialmente com
4 porcdes de 50 mL de cada solvente empregado. As fracdes foram coletadas separadamente e
mantidas em capela de exaustdo para evaporacdo de seus respectivos solventes. Para a fracéo
metanol/agua foi necessario utilizar o evaporador rotativo para eliminar o metanol, em seguida
a solucéo foi congelada no ultrafreezer por 24h e liofilizada para a eliminacdo da dgua. Esse
processo foi repetido 5 vezes e o rendimento foi calculado (Tabela 3).

Tabela 3: Rendimento das fracGes obtidas por filtracdo do extrato etandlico de B. myriocephala
em silica gel.

Extrato Fr. Fr. Fr. Fr.
Hexano DCM EtOAc MeOH:H:0
Massa (mg) 10.000 2,0 246,5 1300,5 3254,5
Rendimento (%) - 0,02 2,46 13,0 32,5

Legenda: Fr: fracdo; DCM: diclorometano; EtOAC: acetato de etila; MeOH: metanol; H,O: 4gua.

4.9 Caracterizacao cromatografica do extrato e das fracdes de B. myriocephala.

O extrato etanolico de B. myriocephala e as fragdes obtidas foram avaliados por cromatografia
em camada delgada (CCD) de silica gel (tipo G, sem indicador de fluorescéncia; Sigma-

Aldrich) empregando diferentes fases moveis e reveladores até encontrar a melhor condicdo de
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analise para cada amostra. Para essa analise, uma pequena por¢do de cada amostra foi
solubilizada em metanol em uma placa de toque e aplicada em cromatofolha de aluminio de
silica gel 60 com indicador de fluorescéncia. A eluicéo foi feita com tolueno/acetona/metanol
(6:3:1) e para revelagdo utilizou-se anisaldeido ou NP/PEG (MEDIC-SARIC, 2004).

Em seguida, o perfil cromatogréfico das amostras foi obtido empregando a Cromatografia a
Liquido de Alta Eficiéncia (HPLC), utilizando sistema HPLC (Waters® 2695), com detector
de conjunto de fotodiodos (PDA - Waters® 2996). Utilizou-se a coluna LiChrospher® 100 RP18
(150 x 4,6 mm; 5um, Merck) e pré-coluna (10 x 4,6 mm; 5 um, 100 A, Merck). O volume de
injecdo das amostras foi de 10 pL, na concentragao de 1 mg/mL em MeOH grau HPLC. Para
solubilizacdo, a amostra foi mantida em banho de ultrassom por 10 minutos, centrifugada a
10.000 rpm (6708 x g) por 5 minutos e transferida para um vial. O fluxo de eluicdo foi de 1
mL/min, sendo a fase movel constituida por agua deionizada e acetonitrila (ACN), ambos
acidificados com 0,1% de acido formico. A eluicéo foi realizada com gradiente linear de 5% a
95% de ACN em 60 minutos, seguida por 10 minutos em modo isocratico a 95% ACN para
limpeza da coluna e 5 minutos para retornar a condicéo inicial. Foi guardado um intervalo de
10 minutos entre as corridas para re-equilibrio da coluna nas condigdes iniciais de analise.
4.10 Refr_acionamento da fracdo EtOAc de B. myriocephala por HPLC em escala
preparativa

A fracdo EtOAc, obtida do fracionamento rapido em silica gel do extrato etandlico de partes
aéreas de B. myriocephala, foi refracionada por HPLC em escala preparativa (Waters 1525
Binary HPLC Pump/ Waters 2489 UV-Visible Detector/ Waters 2707 Autosampler), utilizando
coluna de fase reversa (Agilent Prep-C18; 21,2 x 250 mm, 10 pm). O volume de injegdo das
amostras foi de 1000 pL, na concentracao de 20 mg/mL em MeOH grau HPLC. Para a
solubilizacdo, a amostra foi mantida em banho de ultrassom por 10 minutos, centrifugada 6708
X g por 5 minutos, filtrada em membrana de politetrafluoretileno nao estéril (0,22 um, 13mm,
Allcrom) e transferida para um vial. O fluxo de eluicdo foi de 10 mL/min e a detec¢édo foi
realizada em dois comprimentos de onda, 280 e 330 nm. O eluente utilizado foi 4&gua deionizada
(A) e acetonitrila (B), empregando-se o gradiente descrito na Tabela 4. A coleta das fracGes foi
realizada manualmente e baseada nos tempos de retencdo dos picos detectados no
cromatograma. Esse procedimento foi repetido 30 vezes, totalizando 610 mg de massa injetada.
As fracOes obtidas foram reunidas e o solvente organico foi eliminado em evaporador rotativo
sobre pressdo reduzida, a temperatura maxima de 50 °C e, sequencialmente, liofilizadas. As

massas e 0s rendimentos obtidos foram calculados (Tabela 5).
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Tabela 4: Gradiente de eluicdo empregado nas analises por HPLC em escala preparativa.

Tempo (min) A% B%
0 65 35
25 25 75
27 5 95
33 5 95
35 65 35

A: 4gua; B: acetonitrila

Tabela 5: Rendimento das fragdes obtidas no refracionamento da fracdo EtOAc oriunda do
extrato etanolico de partes aéreas de B. myriocephala por HPLC em escala preparativa.

Banda Cadigo Tempo (min)  Massa (mg) Rendimento
(% m/m)
Pico 1A FlavliA 11,04 1,33 0,21
Pico 1B FlavlB 11,81 1,56 0,25
Pico 2 Flav2 14,63 59,69 9,78
Pico 3 Flav3 18,81 23,38 3,83

4.11 Obtencéo dos perfis cromatograficos por UPLC-PDA-ESI-MS

O extrato de partes aéreas de B. myriocephala, as fracfes obtidas e substancias isoladas por
HPLC em escala preparativa foram submetidas a caracterizacdo por UPLC acoplada a detector
PDA em interface com espectrometro de massas (MS) com analisador triplo quadrupolo e fonte
de ionizagdo por electrospray (ESI). Para obtencdo dos perfis cromatograficos, empregou-se
coluna de fase reversa (Acquity BEH C18; 50 x 2,1 mm, 1,7 um), deteccdo no PDA com
varredura de 200-500 nm, fluxo de 0,3 mL/min e temperatura da coluna de 40 °C. A detecc¢do
no espectrémetro de massas foi realizada em modo exploratério (Scan) e foi monitorada uma

faixa de massas de 100 a 1000 Daltons com ionizacdo nos modos positivo e negativo.

O eluente utilizado foi agua deionizada (A) e acetonitrila (B), ambos acidificados com 0,1% de
acido formico, empregando-se o gradiente descrito na Tabela 6. O volume de injecdo das
amostras foi de 3 uL, na concentragdo de 1 mg/mL para o extrato e as fragdes e 0,5 mg/mL para
0s constituintes isolados. Para a solubilizacdo (MeOH grau HPLC), as amostras foram pesadas

em microtubos plasticos do tipo safe-lock e mantidas em banho de ultrassom por 10 minutos,
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centrifugadas a 6708 x g por 5 minutos, filtrada em membrana de politetrafluoretileno ndo

estéril (0,22 um, 13 mm, Allcrom) e transferidas para vials devidamente identificados.

Tabela 6: Gradiente de eluicdo empregado nas analises por UPLC-MS

Tempo (min) A% B%
0 95 5
10 5 95
10,50 95 5
13 95 5

A: 4gua; B: acetonitrila; ambos 0,1% &cido férmico

4.12 Elucidacéo estrutural das substancias isoladas

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e *C com experimentos mono e
bidimensionais foram obtidos no Departamento de Quimica da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) em espectrometro Bruker Ascend™, operando a 600 MHz, pelo Prof® José
Dias de Souza Filho. Para as anélises, 15 mg de Flav2 e Flav3 foram pesados em microtubos
plasticos do tipo safe-lock 1,5 mL, solubilizados em DMSO deuterado (600 pL) e transferidos
para os tubos de RMN. O processamento dos espectros foi realizado utilizando programa
TopSpin® 4.1.4 (TopSpin® Bruker Software, EUA).

4.13 Ensaios biologicos

4.13.1 Cultivo celular

Para os ensaios in vitro, foram utilizadas células THP-1 (linhagem tumoral monocitica humana,
ATCC TIB-202) cultivadas em frascos estéreis contendo meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich,
EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB - Gilbco). O meio de cultura foi
substituido a cada trés ou quatro dias, de acordo com a densidade de células, que era diariamente
observada e monitorada em microscopio invertido visando o acompanhamento da morfologia

e de possiveis efeitos citopaticos.
4.13.1.1 Descongelamento celular

A linhagem celular de mondcitos humanos THP-1 foi mantida em tubos criogénicos, contendo
1 x 10° células/mL de DMSO, em um tanque de nitrogénio liquido. Os criotubos foram

deixados a temperatura ambiente até completo descongelamento. Na sequéncia, as células
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foram transferidas para frasco estéril de crescimento de 25 cm? contendo 5 mL de RPMI e 20%
(v/v) de soro fetal bovino (SFB). As células foram mantidas em incubadora, cuja atmosfera era
de 5% de didxido de carbono (CO-) a temperatura de 37 °C durante 24 horas. No dia seguinte,
as células foram transferidas para um tubo de polipropileno (tipo Falcon) de 15 mL e

centrifugado a 1000 rpm (101 x g) por 5 minutos para a retirada do criopreservador.

4.13.1.2 Contagem celular utilizando azul de Tripan

Para a contagem do nimero de células, a suspensdo celular aspirada das garrafas de cultivo foi
transferida para tubo tipo Falcon estéril e centrifugada a 101 x g por 5 min. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet de células ressuspenso em 10 mL de
meio RPMI a 10% SFB. Na sequéncia, 100 uL da suspensdo celular foi homogeneizado em
100 pL do corante azul de Tripan (0,3%) e uma aliquota de 10 pL foi colocada na camara de
Neubauer para a realizagdo da contagem. O fundamento desse método baseia-se na observagédo
de que células vidveis sdo impermeaveis ao corante, ao passo que as celulas ndo viaveis
apresentam permeabilidade, devido a formacdo de poros na membrana, 0 que permite a

penetracdo do corante e assim as células ndo viaveis exibem coloracdo azul apés tratamento.

4.13.2 Avaliacao da viabilidade celular

A viabilidade das células foi avaliada empregando-se brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-
2,5-difenil tetrazolio (MTT) conforme descrito por Mosman (1983). O ensaio colorimétrico
baseia-se na reducdo do MTT, um sal tetrazolico, o qual ap6s incubado com células viaveis, é
reduzido por acdo de enzimas mitocondriais, como a succinato-desidrogenase, alterando sua
coloracdo de amarelo para violeta (formazan). Considera-se que a quantidade de cristais de

formazan formados é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis.

As células foram semeadas em microplacas de cultura celular de 96 pocos na concentracéo de
5 x 10* células/poco em meio RPMI contendo 10% (v/v) de SFB, perfazendo um volume final
de 100 uL por poco. As células monociticas foram diferenciadas em macrofagos pela adi¢éo
forbol-12-miristato-13-acetato (PMA, 20 ng/mL/poco) e incubadas em estufa umidificada a 37
°C e 5% de CO; para a aderéncia. Apos 24 horas, o sobrenadante foi descartado, e adicionados
100 pL das solugdes de extrato ou fragdes das plantas preparadas nas concentragdes 10, 30 e 90
pHg/mL em meio RPMI contendo 2,0 % de SFB (0,1% DMSO). As placas foram entéo incubadas
novamente nas mesmas condicGes por 20 h. Decorrido o tempo de incubagéo, os sobrenadantes

foram descartados e 0s pocos lavados com PBS duas vezes. Foram adicionados 100 pL/pogo
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da solugdo de MTT em RPMI (0,5 mg/mL) e incubadas por 4h, vedadas com papel aluminio.
Apos esse periodo, o sobrenadante foi descartado e adicionado 100 puL/poco de dimetilsuféxido
(DMSO), para dissolucéo dos cristais de formazan e a densidade Optica foi medida usando um
leitor de microplacas Varioskan Lux a 570 nm. A atividade de reducdo do MTT foi expressa
em porcentagem da absorbancia das células tratadas em relagéo a absorbancia das células ndo
tratadas. Foi realizado trés replicatas biologicas, cada uma com hexaplicatas experimentais. As
amostras induziram redugdo na viabilidade celular inferior a 10% foram consideradas ndo
toxicas, assim, elegiveis para a avaliacdo de seus efeitos sobre a liberacdo de citocinas pro-

inflamatorias. A porcentagem de viabilidade celular foi calculada com base na férmula abaixo.

Absorbancia das células tratadas

Viabilidade celular (%) = x 100

Média absorbancia controle

4.13.3 Ensaios in vitro de inibicéo da liberacdo de mediadores pro-inflamatérios

Apds a contagem celular (item 4.13.1.2), 400 pL de suspensdo celular na densidade de 1 x 108
células/pogo foram transferidas para microplaca de 24 pocos. A placa foi incubada por 18 horas
sob as mesmas condigdes descritas anteriormente. Findo este periodo, o sobrenadante foi
descartado e 0s pogos lavados com PBS por duas vezes. Foram adicionados 380 pL das solucGes
dos extratos etanolicos das espécies de Baccharis na concentracdo 30 pg/mL ou dexametasona
10 uM (Sigma-Aldrich) utilizada como controle positivo. As placas foram incubadas a 37 °C
por 3 horas e, na sequéncia, foi adicionada uma aliquota de 20 pL de solucdo de LPS na
concentracdo final de 100 ng/mL (YANG et al., 2016). As placas permaneceram em incubacéo
por 18 horas. Entdo, o sobrenadante foi retirado para quantificacdo dos mediadores pré-
inflamatdrios por ELISA e as células aderidas foram utilizadas para avaliacdo da viabilidade
celular. Os Kits de ELISA para determinacdo de TNF, IL-1p e IL-6 humano foram obtidos da
R&D Systems e utilizados de acordo com os procedimentos descritos pelo fabricante. Esse
procedimento também foi realizado com as fracbes obtidas a partir do extrato vegetal, nas

concentracdes 30 pug/mL e com substancias isoladas, nas concentracfes 3, 10 e 30 uM.
4.13.3.1 Protocolo de ELISA
Em uma microplaca de 96 pocos foram adicionados 100 pL/poco do anticorpo de captura de

TNF, IL-1P (4 pg/mL) e IL-6 (2 pg/mL), solubilizados em PBS estéril. A placa foi mantida a 4

°C durante 24 horas (overnight). Apds a incubagéo, as placas foram lavadas (5 vezes) com
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tampéo de lavagem (PBS/Tween 20 0,1% v/v) em um lavador de placas automatico. Apds as
placas serem completamente secas, adicionou-se 100 pL/pog¢o da solugdo de tampao de
blogueio, reservou-a por 1:30 h em temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, as placas
foram lavadas e secas conforme ja descrito e, em seguida, foi adicionado 100 pL/pogo das
amostras ou dos padrdes disponiveis nos Kits da R&D Systems. As placas foram novamente
incubadas por 24h a 4 °C. Seguindo o terceiro dia de ensaio, as placas foram novamente lavadas
e secas, adicionou-se 100 pL/poco do anticorpo de detecgdo TNF, IL-6 (50 ng/mL) e IL1-B
(200 ng/mL) e manteve-se as placas por 2 horas em temperatura ambiente. As placas foram
novamente lavadas e secas, e adicionou-se 100 ul/pogo de estreptovidina e aguardou-se 20
minutos. Na sequéncia, realizou-se a Ultima lavagem e secagem das placas e adicionou-se 100
uL/pogo de orto-fenilenodiamina (OPD) em tampdéo citrato (0,4 mg/mL) e 0,02% (v/v) de
perdxido de hidrogénio. A reacdo foi interrompida apds observar a conversdo do substrato
incolor em um produto cromogénico amarelo, adicionando 50 pL/poco de acido cloridrico 1
mol/L. O produto de oxidacdo do OPD foi detectado em leitor de microplacas em 492 nm. A
concentracdo de TNF, IL-6 e IL-1p foi calculada pela utilizagdo da curva de calibragdo

construida para cada citocina.

4.13.4 Ensaios in vitro da producao de Espécies Reativas de Oxigénio (EROS)

A determinacdo dos niveis intracelulares de EROs em células THP-1 estimuladas por LPS foi
realizada pela sonda diacetato 2°,7’-dicloroidrofluoresceina (DCFH-DA, 5 M), um éster ndo-
fluorescente, que quando internalizado pelas células sofre acdo de esterases intracelulares
resultando na formacdo de um composto intermediario (DCFH) que pode ser oxidado pelo
peroxido de hidrogénio (H202) formando o composto fluorescente diclorofluoresceina (DCF)
(HIRABAYASHI et al., 1985). Apos a contagem celular (item 4.13.2), 100 pL de suspensao
celular foram semeados em placa de cultura celular de 96 pogos na concentragdo de 5 x 10*
células/poco em meio RPMI contendo 10% de SFB, adicionando PMA (20 ng/mL). A placa foi
incubada em estufa umidificada a 37 °C e 5% de CO: por 24 horas para a aderéncia das células.
Apos, o sobrenadante foi descartado, as células foram pré-tratadas por 3 horas com 90 pL das
fracbes obtidas em DCM, EtOAc e MeOH/H20O nas concentragfes 10 e 30 pg/mL ou
dexametasona 10 uM como controle positivo. Apo6s o periodo de tratamento, foi adicionado
uma aliquota de 10 pL de solu¢édo de LPS em concentragéo final de 100 ng/mL. A placa foi
incubada por 24 horas e posteriormente foi lavada duas vezes com PBS. Em seguida, foi
adicionado 100 pL de solugao diacetato de 2°,7’-diclorofluoresceina em meio RPMI sem fenol,

protegida da luz, e incubada por 30 min para a leitura. Apds, a placa foi novamente lavada com
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PBS e foi adicionado 100 pL. de RPMI sem fenol para leitura. A fluorescéncia de DCF em
celulas foi detectada em comprimento de onda de excitacdo de 485 nm e emissdo de 535 nm
utilizando um leitor de microplacas de fluorescéncia (Synergy, Biotek Instruments™, Vermont,
USA). A producdo de EROs foi expressa em porcentagem em relacdo ao controle positivo
(100%) e as placas foram analisadas por microscopio de imunofluorescéncia pelo sistema de

imagem celular EVOS.

4.14 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo e a diferenca entre os grupos foi
avaliada por ANOVA seguida de testes de comparacdo multipla de Dunnett’s. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Prism GraphPad 8.0 (GraphPad
Software Inc., EUA). Os resultados foram considerados significativamente distintos quando p
<0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente trabalho, inicialmente, realizou-se uma triagem com 12 extratos etandlicos de
Baccharis ocorrentes no Parque Nacional do Itatiaia (MG) (Tabela 1). Os extratos foram
avaliados quanto a citotoxicidade nas concentracfes 10, 30 e 90 pg/mL, pelo método do MTT
em células THP-1. Apos avaliar a viabilidade celular, 10 extratos foram selecionados para

avaliar in vitro o potencial anti-inflamatorio.

5.1 Avaliacdo do efeito dos extratos de Baccharis sobre a viabilidade de células THP-1

O efeito dos 12 extratos vegetais, provenientes de caules, folhas ou partes aéreas de espécies
diferentes de Baccharis (Tabela 1, pag. 38) sobre a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios
foi avaliado in vitro. Inicialmente, avaliou-se a citotoxicidade dos extratos frente a linhagem
THP-1. O ensaio de citotoxicidade baseou-se na reducdo do MTT, no qual as células foram
tratadas com os extratos nas concentracdes 10, 30 e 90 pg/mL para analise indireta da
viabilidade celular (Figura 4). Apenas dois extratos, B. pseudomyriocephala e B. uncinella que
apresentaram viabilidade celular inferior a 80% em mais de uma concentragéo avaliada e foram,
portanto, consideradas toxicas e ndo elegiveis para a realizacdo do ensaio de quantificacdo de
citocinas pro-inflamatdrias. Alguns extratos foram toxicos apenas na maior concentracdo (90
pg/mL), logo, 30 pg/mL foi a concentragdo padronizada para avaliagdo da inibi¢do da liberagéo

de citocinas.
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Figura 4: Viabilidade das células THP-1 tratadas com o extrato etanolico de 12 espécies de
Baccharis. Os dados representam a média £ DP em hexaplicata. **** p < 0,0001; *** p < 0,001,
**p <0,01; * p<0,5 comparando com o veiculo (DMSO+EtOH 1:4)

5.2 Efeito de extratos e fracdes sobre a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios in
vitro

O potencial anti-inflamatério de algumas espécies de Baccharis foi demonstrado em modelos
in vitro e in vivo (OLIVEIRA et al., 2012; PAUL et al., 2009; SANTOS et al., 2018). Os 10
extratos etandlicos que apresentaram viabilidade celular superior a 80% pelo método do MTT
na concentracao de 30 pg/mL, foram avaliados quanto ao potencial de inibicdo da liberacdo das

citocinas IL-1B e TNF in vitro em células THP-1 estimuladas por LPS.
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As células THP-1 foram pré-tratadas com os extratos (30 pg/mL) ou dexametasona (10 pM)
por trés horas e em seguida estimuladas com LPS (100 ng/mL). Ap6s 18 horas de incubagéo, o

sobrenadante foi retirado para quantificacdo dos mediadores pro-inflamatérios.

Dentre o0s dez extratos avaliados, os extratos de B. oblongifolia, B. oreophila, B. myriocephala,
B. regnelli e B. stylosa apresentaram inibic&o significativa (> 40%) na liberacdo de IL-1p, sendo
0 maior percentual de inibicdo observado para o extrato de B. stylosa, reduzindo em 64,6 +
5,5% a liberacdo desta citocina. Ja para TNF, os extratos de B. montana, B. oblongifolia, B.
oreophila e B. myriocephala apresentaram inibicdo superior a 40%, sendo o maior percentual
de inibicdo observado para o extrato de B. oblongifolia, com inibicdo maxima de 92,3 + 5,2%.
Com base nesses resultados, as espécies B. oblongifolia, B. oreophila e B. myriocephala foram
selecionados para avaliacdo do efeito sobre a liberacdo de IL-6 (Figura 5). Os extratos
etandlicos de folhas de B. oblongifolia, caule de B. oreophila e partes aéreas de B. myriocephala
inibiram significativamente a liberacdo de IL-6 em células THP-1 estimuladas por LPS,
promovendo 89,8 = 0,67%, 61,0 £ 5,49% e 89,4 £ 0,93% de inibicdo, respectivamente. Os
valores de reducdo da liberacdo das citocinas pro-inflamatorias estdo resumidos na Tabela 7, e
provavelmente estdo relacionadas aos constituintes fendlicos, uma vez que as substancias com
atividade anti-inflamatoria relatadas para as espécies do género Baccharis séo polifenolicas,
como &cidos fendlicos, fenilpropanoides e flavonoides (GRECCO et al., 2014; OLIVEIRA et
al., 2019; ROSERO et al., 2022; SILVIA et al., 2020; STRUIVING et al., 2020).

Diferentes compostos fendlicos foram identificados em extratos de Baccharis com potencial
aplicacdo na terapéutica de doencas inflamatorias, devido a modulacdo da liberacdo de
citocinas. Rosero e colaboradores (2022) avaliaram a atividade anti-inflamatéria do extrato
etanolico de folhas de B. macranta em diferentes concentrac6es (25 a 500 pg/mL) e obtiveram
efeito bioldgico superior ao controle positivo (diclofenaco, 25 a 500 pug/mL) para algumas
concentracfes avaliadas pelo método de estabilizacdo de globulos vermelhos. Abab e
colaboradores (2006) avaliaram a potencial atividade anti-inflamatéria dos extratos hexanico,
diclorometanico, etandlico e aquoso de quatro espécies de Baccharis. A maioria dos extratos
inibiu fortemente a producdo de PGE>, COX-2 e NO em macrofagos estimulados com LPS. Os
pesquisadores também avaliaram os niveis de inibicdo de TNF em macr6fagos peritoneais de
camundongos estimulados com LPS, constatando que apenas 0s extratos hexanicos de B.
obtusifolia e B. pentlandii, extratos hexanicos e aquosos de B. latifolia e o extrato aquoso de B.

subulata ndo tiveram efeito significativo sobre o TNF.
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Figura 5: Efeito de extratos etandlicos (30 pg/mL) de espécies de Baccharis sobre a liberacéo
de mediadores pro-inflamatérios em células THP-1 estimuladas com LPS. Os dados
representam a média =+ DP em triplicata. **** p < 0,0001; *** p < 0,001; ** p < 0,01
comparando com células+LPS (-). Dx: dexametasona (10 puM); Oblong: B. oblongifolia; Oreo:

B. oreophila; Myrio: B. myriocephala.

Tabela 7: Percentual de inibicao de liberacdo das citocinas pré-inflamatorias para 0s extratos

etandlicos.

IL-6 (+ DP %)

IL-1B (+ DP %) TNFa (= DP %)

B. grandmucromata -
B. itatiaiae -
B. maxima -

B. montana -

B. myriocephala 89,4 + 0,93
B. oblongifolia 89,8 + 0,67

-35,5+ 35
-159,4 £ 9,9
-24,7 + 33,8
159 +113
449 +54
41,8 +4,1

-36,7 +4,3
-69,1+2/4
198+71
45,6 + 8,2
87,38+ 1,2
92,3+5,2
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B. oreophila 61,0 £ 5,49 37,6 +141 40,8 +3,1

B. phylicifolia - 32,2+128 245+126
B. regnellii - 45,4 +5,8 36,6 £ 15,0
B. stylosa - 64,6 £ 3,5 -52,4+10,1

DP: desvio padréo

Considerando os resultados apresentados, o extrato de partes aéreas de B. myriocephala foi
escolhido para o estudo fitoquimico, conforme descrito a seguir (item 5.3). Portanto, o extrato
foi fracionado e as fracdes obtidas em diclorometano (DCM), acetato de etila (EtOAc) e
metanol/agua (MeOH/H.0) (1:1) foram avaliadas quanto ao potencial inibitério da liberagdo
de citocinas in vitro nas mesmas condigdes anteriores. As fragcdes DCM, EtOAc e MeOH/H.0
inibiram significativamente a liberacdo de IL-6 em células THP-1 estimuladas por LPS,
promovendo 84,4 + 1,0%, 89,2 + 0,3% e 44,4 + 1,6% de inibicdo, respectivamente. Para TNF,
o percentual de inibicdo foi maior para a fragdo EtOAc, com inibigcdo de 91,3 £ 2,0%, ja a fracéo
DCM reduziu em 44,5 + 6,2% a liberacdo desta citocina. As fracdes avaliadas ndo reduziram
significativamente a liberacao da citocina IL-1p e a fracdo EtOAc aumentou a producdo dessa

citocina.
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Figura 6: Efeito das fragdes (30 pg/mL) de B. myriocephala sobre a liberagdo de mediadores
pro-inflamatorios em células THP-1 estimuladas com LPS. Os dados representam a média +
DP em triplicata. **** p < 0,0001; *** p < 0,001; comparando com células+LPS (-). Dx:
dexametasona (10 pM); DCM: fracdo diclorometano; EtOAc: fracdo acetato de etila;
MeOH/H0: fracdo metanol/agua (1:1)

5.3 Estudo fitoquimico de B. myriocephala

5.3.1 Caracterizacdo cromatografica do extrato etandlico de B. myriocephala
O extrato de partes aéreas de B. myriocephala foi obtido por percolacdo exaustiva com etanol
96° GL a temperatura ambiente tento um rendimento de 11,42% (17,13 g). A composicao

quimica do extrato foi analisada por CCD de silica gel seguida por RP-HPLC.

A analise por CCD mostrou a presenca de manchas amarelas ap6s revelacdo com anisaldeido
sulfurico, evidenciando a presenca de compostos fendlicos, provavelmente da classe dos

flavonoides.

A investigacdo dos constituintes quimicos do extrato por RP-HPLC foi realizada empregando-

se um gradiente exploratorio de elui¢do (5 - 95% de ACN em 60 min). Os picos majoritarios
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observados no cromatograma (Figura 7) foram enumerados de 1 a 9. Os picos 1, 4, 5, 6 e 7,
eluidos com tempo de retencdo (Tr) 6,4; 12,0; 12,6; 13,5 e 15,6 minutos, respectivamente,
tiveram espectros de absor¢do no PDA semelhantes, com maximos de absorcdo em torno de
219, 242 e 327 nm (espectro A). Esses valores sdo compativeis com o espectro de absor¢do no
UV descrito para acidos fenilpropandicos (OLENNIKOV et. al., 2019). Ja os picos 3, 8 ¢ 9,
eluidos com Tr 9,6; 20,3 e 23,9 minutos, apresentaram espectro de absor¢do no UV com Amax
272 e 334 nm (espectro B) sugerindo a presenca de flavonas (HARBORNE et. al., 1975).

8

Figura 7: Perfil cromatogréafico obtido por RP-HPLC do extrato etanolico de partes aéreas
de B. myriocephala espectros de absor¢do no UV registrados para os picos 1, 4,5,6e7
(A) e 3, 8 e 9 (B). Condigdes cromatograficas: vide parte experimental (item 4.9)

perfil cromatografico do extrato etandlico de B. myriocephala também foi obtido por UPLC-
PDA-ESI-MS, com registro dos cromatogramas por maxplot (200 a 500 nm) e de ions totais
(TIC) nos modos positivo e negativo de ionizacdo (Figura 8). A cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas € uma técnica que possibilita a analises de diversas substancias com
ampla caracterizacdo de polaridade e massa molecular. O cromatograma evidenciou a presenca
de dez picos eluidos até 5 minutos. A caracterizacdo quimica foi realizada pela analise dos
tempos de retengdo (Tr) das substancias, os comprimentos de onda maximos (Amax) de absor¢édo
no ultravioleta-visivel (UV-Vis) e os ions protonados e desprotonados observados no espectro
de massas para cada uma delas. Os dados obtidos foram comparados com informac6es da
literatura para constituintes ja isolados e/ou relatados para o género Baccharis visando
identificar os provaveis constituintes do extrato. No entanto, é importante destacar que nédo
foram realizados experimentos de massas sequenciais que permitissem a obtencdo de
informacdes de fragmentacdo dos ions identificados no cromatograma de ions totais. As

substancias sugeridas e os dados espectrométricos obtidos estdo dispostos na Tabela 8.
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Figura 8: Perfil cromatogréafico obtido por UPLC-PDA-ESI-MS do extrato etandlico de
B. myriocephala. A) Detec¢do no PDA por maxplot. B) TIC registrado no modo positivo
de ionizacao por electrospray (ESI*). C) TIC registrado no modo negativo de inonizacédo
por electrospray (ESI"). Condigcdes cromatograficas: vide parte experimental (item 4.11)

Tabela 8: Substancias identificadas putativamente por UPLC-PDA-ESI-MS no extrato

etanolico de B. myriocephala.

Pico Tr UV-Vis [M-H]* [M-H] MM Substancia sugerida Referéncia
(min) (Amax) (m/z) (m/z) (g/mol)
1 1,59 215-326 355 353 354 acido O-cafeoilquinico REZENDE et al. 2014

ARAUJO et al. 2017

2 2,04 271-331 565 563 564 isochaftosideo GOMES et al. 2014
3 2,60 216-325 517 515 516 acido di-O-cafeoilquinico REZENDE et al. 2014
ARAUJO et al. 2017
4 2,67 217-327 517 515 516 acido di-O-cafeoilquinico REZENDE et al. 2014
ARAUJO et al. 2017
5 2,82 217-327 517 515 516 acido di-O-cafeoilquinico REZENDE et al. 2014
ARAUJO et al. 2017
6 3,20 215-326 609 N.I
7 3,53 345 317 315 316 nepetina ou OLIVEIRA etal. 2001
padalitina
8 4,01 273-333 301 299 300 crisoeriol ou BOUZABATA et al. 2022
hispidulina
9 4,13 273-345 301 299 300 crisoeriol ou BOUZABATA et al. 2022
hispidulina
10 4,71 274-333 315 313 314 cirsimaritina ou MENA et al. 2016

pectolinaringenina

Observacdo: Tr = tempo de retencdo; Amax = maximo de absorc¢do no UV; [M-H]* = ion base protonado; [M-H] =

fon base desprotonado; MM = massa molar; m/z = razdo massa/carga; N.I = ndo identificado

Em seguida, procedeu-se ao fracionamento do extrato visando obter fracdes de composicdo

quimica mais simplificada e objetivando uma andlise biol6gica monitorada a fim de isolar

substancias biologicamente ativas.
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5.3.2 Fracionamento biomonitorado do extrato etandlico de B. myriocephala

O fracionamento do extrato etandlico de partes aéreas de B. myriocephala foi realizado por
filtragdo em silica gel empregando eluicdo com solventes de polaridades crescentes, iniciando
com n-hexano, e sequencialmente com diclorometano, acetato de etila e metanol/agua (1:1). A
massa obtida da fracdo hexanica (2,0 mg) foi insuficiente para as analises subsequentes. As
fracbes obtidas em diclorometano (DCM) e em acetato de etila (EtOAc), que apresentaram
inibicdo significativa da liberacdo de mediadores pré-inflamatérios in vitro (item 5.2), foram
avaliadas por CCD, RP-HPLC e UPLC-PDA-ESI-MS. Ja a fragdo hidrometandlica
(MeOH/H20 1:1), que inibiu somente a producado da interleucina 6 (IL-6), foi analisada apenas
por CCD.

Na analise das fracdes por CCD, ndo se observou manchas na fracdo DCM ap0s revelacdo com
NP/PEG, provavelmente, devido a baixa concentragdo de constituintes fluorescentes, ja que o
cromatograma desta fracdo indicou a possibilidade de conter flavonoides (Figura 9). Ja a fragdo
EtOAc, apresentou bandas de fluorescéncia amarelada, com cauda, indicando a presenca de
flavonoides, enquanto na fragdo MeOH/H>0O observou-se mancha fluorescente retida no ponto

de aplicacdo devido a elevada polaridade dos constituintes desta fracéo.

O perfil cromatografico obtido por RP-HPLC para a fracdo DCM indicou a presenca de quatro
picos majoritarios (Figura 9), no qual evidenciou-se a presenca de substancias com maximos
de absorcdo no UV compativeis aos flavonoides, picos 1, 2 e 3 com espectros de absor¢do no
UV com Amax 274 € 334 nm (espectro A) e acidos fendlicos do tipo Cs-Cs, pico 4 com espectros
de absor¢do no UVcom Amax 235 e 321 nm (espectro B). E importante destacar a baixa
intensidade dos picos no cromatograma dessa fracdo, o que é compativel com o resultado obtido
por CCD.
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Figura 9: Perfil cromatogréafico obtido por RP-HPLC para a fragcdo diclorometano obtida
do extrato etandlico das partes aéreas de B. myriocephala e espectros de absor¢do no UV
registrados para os picos 1, 2 e 3 (A) e 4 (B). Condigcdes cromatogréaficas: vide parte
experimental (item 4.9)

perfil cromatografico registrado para a fragdo EtOAc apresentou-se mais simples (Figura 10),
com cinco picos eluidos entre 12 e 24 minutos. Os dois picos majoritarios eluiram com Tr 20,12
e 23,73 min, e seus espectros de absor¢do no UV apresentaram Amax 272 e 334 (espectro C),
compativeis com a estrutura de flavonas. Os picos minoritarios, eluidos em 17,28 e 20,88
minutos apresentaram espectro no UV com maximos de absor¢do em 270 e 347 nm (espectro
B), também compativeis com a estrutura de flavona, enquanto a substancia eluida em 12,38 min
apresentou espectro no UV com Amax 242 e 327 nm (espectro A), condizente com a absorgéo de
acidos fenolicos (MABRY; MARKHAM; THOMAS, 1970).
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Figura 10: Perfil cromatogréafico obtido por RP-HPLC para fracdo acetato de etila obtida
do extrato etanolico de partes aéreas de B. myriocephala e espectros de absor¢do no UV
registrados para os picos 1 (A), 2 e 4 (B) e 3 e 5 (C). Condigdes cromatograficas: vide
parte experimental (item 4.9)

Considerando o perfil mais simplificado observado para a fragdo EtOAc, e a maior massa
disponivel, essa fracdo foi escolhida para o prosseguimento do trabalho. Inicialmente, esta
fracdo também foi analisada por UPLC-PDA-ESI-MS. O cromatograma revelou a presenca de
dois picos majoritarios, eluidos em 3,99 e 4,68 min, com espectro no PDA compativel com
flavonas, conforme descrito anteriormente (Figura 11). Os espectros de massas obtidos nos
modos positivo e negativo de ionizacdo para a substancia eluida em 3,99 min apresentaram
picos em m/z 301 e 299, referentes aos ions da molécula protonada [M+H]* e desprotonada [M-
H]", respectivamente, indicando tratar-se de uma flavona com massa molar 300 g/mol. Ja a
substancia eluida em 4,68 min apresentou picos em m/z 315 e 313, referentes aos ions da
molécula protonada [M+H]" e desprotonada [M-H]", respectivamente, indicando tratar-se de

uma flavona com massa molar 314 g/mol.



3. Diode Array

A 3.99 Range 1 785e+2
1.0e+2
E 4.68
0.48 052 352
0.0 ||||‘|\.||||||||‘\\||||||||\|||||||||\|||||||| L L I I B L B L I L B L I R LS LR |
-0.00 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 §.00 9.00 10.00 11.00 12.00 13.00
1: Scan ES+
B 406 472 10.34 1075 Tic
1007 h 3.46e9
0

1 T T T 1
-0.00 1.00 200 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00

T
12.00

T 1
13.00

2: 3can ES-
TIC
5.88e8

1000 1100

1200

—rrm Time
13.00

57

Figura 11: Perfil cromatografico obtido por UPLC-PDA-ESI-MS da fracdo EtOAc. A)
Deteccdo no PDA por maxplot. B) TIC registrado no modo positivo de ionizagdo por
electrospray (ESI*). C) TIC registrado no modo negativo de ionizacdo por electrospray (ESIY)

A analise conjunta dos dados obtidos, tempo de retencdo das substancias, perfil de absorcéo no

UV e massa molar, permitiram, em comparacao com dados da literatura de substancias isoladas

de espécies de Baccharis, sugerir possiveis estruturas para as flavonas constituintes da fracao

EtOAc, conforme disposto na Tabela 9. As estruturas quimicas das flavonas sugeridas estéo

representadas na Figura 12. A flavona hispidulina foi previamente isolada de B.

pseudootenuifolia, B. uncinella, B. conferta, B. trimera e B. gaudichaudiana, a cirsimatina de

B. calvescens, B. rufescens, B. conferta e B. trimera e nepetina de B. gaudicohaudiano
(CAMPOS et al., 2016; FRADE, 2020; NAKASUGI e KOMALI, 1998; SILVIA et al., 2020).

Tabela 9: Dados obtidos por UPLC-PDA-ESI-MS da fracdo EtOAc

Pico Tr UV-Vis [M-H]* [M-HT MM Substancia sugerida Referéncia
(min) (Amax) (m/z) (m/z) (g/mol)
1 3,52 217-347 315 317 316 nepetina OLIVEIRA et al. 2001
ou padalitina
2 3,99 273-333 301 299 300 crisoeriol BOUZABATA et al. 2022
ou hispidulina
3 4,68 274-333 315 313 314 cirsimaritina MENA et al. 2016

ou pectolinaringenina

Observacdo: Tr = tempo de retencdo; Amax = maximo de absorc¢do no UV; [M-H]* = ion base protonado; [M-H] =

fon base desprotonado; MM = massa molar; m/z = razo massa/carga
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R1 R2 R3 R4

OH OH OMe OH nepetina

OH OH OH OMe padalitina

OH OMe H OH crisoeriol

OH H OMe OH hispidulina

OH H OMe OMe cirsimaritina

OMe H OMe OH pectolinaringenina

Figura 12: Estruturas das possiveis flavonas presentes na fracdo EtOAc obtida do extrato de B.
myriocephala

5.3.3 Refracionamento da fragdo EtOAc por HPLC em escala preparativa

A fragdo EtOAc obtida do extrato etanolico de partes aéreas de B. myriocephala inibiu
significativamente a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios in vitro (item 5.2) e seu perfil
cromatografico apresentou-se simplificado, conforme resultados apresentados no item anterior.
Esta fracdo foi, portanto, selecionada para refracionamento por HPLC em escala preparativa
visando ao isolamento das substancias bioativas. As condicdes cromatograficas foram
otimizadas a fim de permitir uma melhor separacdo dos picos. Foram realizadas 30 injecGes
separadas, totalizando-se 610 mg de fracdo injetados, e a coleta dos picos foi feita manualmente

de acordo com o espectro registrado no UV em 280 e 330 nm.

De acordo com o perfil cromatogréafico registrado em 330 nm (Figura 13), foram coletados 4
picos, eluidos nos tempos de retencdo 11,04; 11,81; 14,63 e 18,81 minutos, e, identificados
como FlavlA (1,33 mg), FlaviB (1,56 mg), Flav2 (59,69 mg) e Flav3 (23,38 mg), os quais,
foram analisados por UPLC-PDA-ESI-MS.
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Figura 13: Espectro cromatogréafico obtido por RP-HPLC em escala preparativa da fracao
EtOAc. Condigdes cromatograficas: vide parte experimental (item 4.10)
substancias FlavlA e FlavlB apresentaram-se impuras (Figura 14) e a pequena massa obtida

impossibilitou a realizacdo de processos adicionais de purificacdo. No entanto, 0s
cromatogramas registrados por UPLC-PDA para as substancias Flav2 e Flav3 indicaram um
pico unico para cada uma delas, com tempo de retencdo de 4,0 e 4,7 minutos, respectivamente
(Figura 14). A substancia Flav2 apresentou o pico do ion desprotonado em m/z 299 no modo
negativo de ionizacdo [M-H]" e protonado em m/z 301 no modo positivo de ionizacdo [M+H]*
(Figura 15). Enquando para Flav3 foi observado o pico do ion [M-H]  em m/z 313 e o pico do
fon [M+H]" em m/z 315 (Figura 16). As analises por espectrometria de massas das substancias
indicaram uma diferenca de 14 unidades de massa entre Flav2 e Flav3, que corresponde a
substituicdo de um hidrogénio por um grupo metila. Essas informagdes corroboram tanto com
a proposta inicial quanto as analises pelo nosso grupo de pesquisa em processo de desreplicacao
dos extratos de Baccharis (FRADE, 2020).
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Figura 14: Perfis cromatograficos obtidos por UPLC-PDA para FlavlA (A), FlavlB (B), Flav2
(C) e Flav3 (D) obtidas da fracdo EtOAc. Condigdes cromatograficas: vide parte experimental

(item 4.11)
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Figura 15: Espectros de massas registrados nos modos de ionizacdo ESI negativo (A) e ESI
positivo (B) para Flav2
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Figura 16: Espectros de massas registrados nos modos de ioniza¢do ESI negativo (A) e ESI
positivo (B) para Flav3

5.4 Elucidacéo estrutural das substancias isoladas

As substancias isoladas por RP-HPLC em escala preparativa Flav2 e Flav3, que apresentaram
pureza satisfatoria confirmada pelas analises por UPLC-PDA-ESI-MS, apés liofilizadas
apresentaram-se como solidos de coloracdo amarelada e tiveram suas estruturas elucidadas a

partir de espectros de RMN.

5.4.1 Elucidacéo estrutural de Flav2

Os espectros de massas obtidos para Flav2 foram compativeis com a proposta de massa molar
300 g/mol, que corresponde a uma férmula molecular C16H1206. O espectro de RMN de 'H
obtido para essa flavona apresentou 4 sinais de ressonancia referentes a seis hidrogénios com
valores de deslocamento quimico na regido de hidrogénios aromaticos, além de um sinal
referente a 3 hidrogénios na regido de prétons alifaticos, dados compativeis com uma flavona
metoxilada (Figura 17). Observou-se a presenca de dois dupletos, em 6H 7,91 e 6,91 ppm, com
integral relativa a 2 hidrogénios cada, e constante de acoplamento (J) de 8,6 Hz, compativel
com hidrogénios orto-acoplados. Esses dados sdo compativeis com a presenca de um sistema
de spin do tipo AA'BB’, referente a um anel aromatico p-dissubstituido. Observou-se, ainda, a
presenca de um singleto em oH 6,58 ppm, referente a um hidrogénio, que foi atribuido a H-6
ou H-8 do anel A da flavona, indicando tratar-se de um anel pentassubstituido, além de um
singleto em 6H 6,76 ppm, referente a um hidrogénio, atribuido ao hidrogénio H-3. Por fim,
observou-se um singleto em 6H 3,74 ppm, com integral relativo a 3 hidrogénios, atribuido a um

grupo metila, e um singleto em 6H 13,07 ppm, indicando a presenca da hidroxila.
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Figura 17: Espectro de RMN de *H de Flav2 em DMSO-ds obtido em 600 MHz

A andlise do espectro de RMN de **C indicou a presenca de 14 sinais, referentes a 16 a&tomos
de carbono, condizentes com a estrutura de uma flavona metoxilada (Figura 18). A anélise do
subespectro DEPT-135 revelou a presenca de cinco sinais relativos a carbonos hidrogenados e
auséncia de carbonos metilénicos (Figura 19). O sinal em 6C 182,1 ppm foi atribuido ao
carbono cabonilico C-4 e o sinal em 6C 59,9 ppm foi atribuido ao carbono metilico. A atribuicao
de todos os sinais observados no espectro de RMN de *C registrado para Flav2 encontra-se

descrita na Tabela 10.
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Figura 19: Sub-espectro DEPT-135 de Flav2 em DMSO-ds obtido em 150 MHz
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A atribuicdo dos sinais de ressonancia de 3C foi feita a partir da analise das correlacdes
evidenciadas no mapa de correlacdo heteronuclear HSQC (J1) (Figura 20). Assim, 0s
hidrogénios do anel aromatico para-substituido em 6H 7,91 e 6,91 ppm apresentam manchas
de correlagdo com os carbonos em 6C 128,4 ppm (C2' ¢ C6') e 6C 115,9 ppm (C3’ ¢ C5),
respectivamente. Os singletos, referentes a um hidrogénio, em J6H 6,76 e 6,58 ppm estéo
correlacionados com os carbonos em 6C 102,3 e 94,2 ppm, respectivamente. E por fim,
observou-se mancha de correlagdo entre o carbono alifatico em 6C 59,9 ppm e o singleto,

referente a trés prétons, em oH 3,74 ppm.

As anélises do mapa de correlagdes heteronucleares HMBC (Figura 21 e 22) permitiram
concluir as atribuicdes dos atomos de carbono. Observaram-se manchas de correlagédo (Js e Jz)
entre os sinais dos dupletos H-2°/H-6 (oH 7,91 ppm) e H-3°/H-5 (6H 6,91 ppm) e o sinal
atribuido ao carbono hidroxilado C4’ (6C 161,1 ppm), bem como ao carbono C-1’ (6C 121,2
ppm) e C-2 (6C 163,7 ppm). Por sua vez, o sinal referente a H-3 (6H 6,76 ppm) apresentou
mancha de correlagdo em J> com o sinal da carbonila em 6C 182,1 ppm. Ja o sinal referente ao
proton H-8 (6H 6,58 ppm) apresentou mancha de correlacdo em J> com os sinais atribuidos a
C-9 (6C 157,3 ppm) e C-7 (oC 152,4 ppm), além de correlagdo em J3 com os carbonos C-6 (6C
131,3 ppm) e C-10 (6C 104,0 ppm). Para os protons referentes ao grupo metila (6H 3,74 ppm),
observou-se apenas um sinal de correlagdo em J: com o sinal atribuido ao carbono C-6,

confirmando a localiza¢do do grupamento metila nesta posicéo.

As analises dos espectros de RMN mono e bidimensionais indicam que Flav2 é uma flavona
metoxilada, cujos valores de deslocamento quimico e padrdo de substituicdo dos anéis
aromaticos permitiram identifica-la como sendo a substancia hispidulina (4°,5,7-triidroxi-6-
metoxiflavona) (18). Vérios flavonoides ja foram isolados de espécies vegetais do género
Baccharis. A hispidulina ja foi previamente isolada de B. conferta, B. pseudoternuifolia, B.
uncinella, B. flabellate, B. trimera e B. gaudichaudina (NAKASUGI e KOMAI, 1998; SILVIA
et al., 2020). Esse é o primeiro relato de isolamento desse flavonoide a partir de partes aéreas

de B. myriocephala.
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Figura 22: Secéo expandida da regido de hidrogénios do mapa de contornos HMBC
HMBC obtidos para Flav2 em DMSO-ds em 600 MHz para 'H e 150 MHz para '3C.

Os dados de deslocamento quimico de hidrogénio e carbono e as correlacGes heteronucleares
para a hispidulina estdo resumidos na Tabela 10. Adicionalmente, os dados obtidos no presente
trabalho puderam ser comparados com aqueles obtidos por Nakasugi e Komai (1998). Os
pesquisadores isolaram a hispidulina do extrato metanolico de partes aéreas de B. trimera, 0s
espectros foram registrados a 270 MHz em um espectrdmetro JNM-EX 270, e utilizaram o

mesmo solvente do presente estudo.

Tabela 10: Dados de RMN de *3C e H de Flav2 (DMSO-ds, J em Hz) obtidos em 600 MHz
para 'H e 150 MHz para 3C
Posicdo & °C (ppm) & 'H (J (H2)) HMBC 'H-**C Hispidulina® 6 “*C (ppm)

2 163,8 - - 163,7

3 102,4 6,76 () C1’; C2; C4; C10 102,3

4 182,1 - - 182,0
5 152,8 - - 152,7
6
7

131,4 - - 131,4
157,4 - - 157,8
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8 94,2 6,58 (s) C4; C6; C7; C9; C10 94,3

9 152,4 - - 152,5

10 104,0 - - 103,8
6-OCHs 59,9 3,74 (s) C6 59,9
r 121,2 - - 121,2
2e® 128,5 7,91(d,J=8,6) C4’; C2 128,4
Yes 116,0 6,91 (d, J=8,6) Cl’; C4’; 115,9
4 161,2 161,2

!Nakasugi e Komai, 1998.

OH

HO o}

™~

OH o) (18)

5.4.2 Elucidacéo estrutural de Flav3

Os espectros de massas obtidos por UPLC-PDA-ESI-MS para Flav2 e Flav3 indicaram uma
diferenca de 14 unidades de massa entre as duas substancias. Essa diferenca corresponde a
substituicdo de um hidrogénio por um grupo metila. As analises dos espectros de RMN mono
e bidimensionais confirmaram que esse Flav3 é semelhante a Flav2, com grande similaridade
dos sinais. A principal diferenca entre os espectros € a presenca de um sinal adicional no
subespectro DEPT-135 e no espectro de RMN de 3C na regi&o dos carbonos alifaticos (Figura
23 e 24). O espectro de RMN de *H obtido para essa flavona apresentou dois sinais com valores
de deslocamento quimico caracteristicos de hidrogénios alifaticos em 6H 3,91 e 3,73 ppm, com
integral de 3 hidrogénios cada, indicando tratar-se de uma flavona di-metoxilada (APENDICES
A-B). Os sinais desses singletos (6H 3,91 e 3,73 ppm) apresentaram manchas de correlacao
com os sinais de carbono em 6C 56,4 e 60,0 ppm, respectivamente, no mapa de correlacéo
heteronuclear HSQC (Figura 25) (APENDICE C). Por fim, a partir das analises do mapa de
contornos heteronucleares HMBC (APENDICE D-E), foi realizado as atribuicdes dos atomos
de carbono. Esses dados corroboram os dados do espectro de massas, compativel com a
proposta de massa molar 314 g/mol, que corresponde a uma formula molecular C17H140s,

confirmando a presenca de dois grupos metila na molécula. A atribuigdo de todos os sinais
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observados no espectro de RMN de 13C registrado para Flav3 encontram-se descrita na Tabela
11.
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Figura 23: Espectro de RMN de *3C de Flav3 em DMSO-dg obtidos em 150 MHz
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Figura 25: Secdo expandida da regido de hidrogénios metinicos (6H 3,91 e 3,73 ppm) do mapa
de contornos HSQC obtido para Flav3.

Portanto, ap0s as analises dos espectros de RMN mono e bidimensionais, a substancia Flav3

foi identificada como a substanca cirsimaritina (4°,5-diidroxi-6,7-di-metoxiflavona) (5).
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Esses achados experimentais corroboram aos relatos de Nakasugi e Komai (1998) para a
elucidacdo estrutural. A Tabela 11 resume os dados de deslocamento quimico de hidrogénio e
carbono, adicionalmente, os dados encontrado pelos pesquisadores. As duas substancias,
hispidulina e cirsimaritina, ja foram isoladas do extrato de partes aéreas de B. conferta (SILVIA
et al., 2020). A cirsimaritina foi previamente isolada pelo nosso grupo de pesquisa a partir de
folhas de B. calvescens. (FRADE, 2020). Esse é o primeiro relato de isolamento dessa
substancia de partes aéreas de B. myriocephala.

Tabela 11: Dados de RMN de **C e *H de Flav3 (DMSO-ds, J em Hz) obtidos em 600 MHz

para *H e 150 MHz para *C
Posicdo & °C (ppm) & 'H (J (Hz)) HMBC 'H-®C  Cirsimaritina's *C (ppm)

2 164,05 164,0

3 102,64 6,83 (s) C1°; C2; C4; C9; C10 102,7

4 182,19 182,2

5 152,07 152,6

6 131,86 131,9

7 158,58 158,6

8 91,53 6,91 (s) C4; C7; C9; C10 91,5

9 152,61 152,1

10 105,06 105,1
6-OCH;s 60,01 3,73 (s) C6 60,0
7-OCH;s 56,42 3,91 (s) c7 56,4
1 121,03 121,1
2e6 128,50 7,95 (d, J = 8,6) c4 128,5
Pes 115,98 6,92 (d, J = 8,6) Cl’; C4’; 116,0
t 161,38 161,3

!Nakasugi e Komai, 1998.

OH

©))
OH 0
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5.5 Efeito das substancias isolados sobre os mediadores pré-inflamatorios in vitro

Apos o isolamento e elucidacdo estrutural por métodos espectroscopicos usuais, as substancias
hispidulina e cirsimaritina (3, 10 e 30 uM) foram avaliadas in vitro sobre a liberacdo da citocina
IL-1B nas mesmas condi¢des anteriores (Figura 26). A hispidulina, inibiu em 45,5 £ 1,6%; 57,1
+16,3% e 25,2 + 4,0% a liberacdo dessa citocina quando avaliada nas concentracgdes 3, 10 e 30
MM, respectivamente. Ja a cirsimaritina, inibiu significativamente a producéo de IL-1f nas duas
menores concentracdes (3 e 10 uM), reduzindo a liberacdo em 42,0 £ 2,8% e 69,8 * 4,3%,

respectivamente.

Estudos anteriores analisaram in vitro e in vivo o efeito da hispidulina em diabetes (WANG? et
al., 2020), lesdo renal (KIM, LEEM, 2022), hipertrofia cardiaca (WANGP et al., 2020) e
anticancerigena (LV et al., 2020). Shin e colaboradores (2021) relataram os efeitos inibitorios
da producéo de 6xido nitrico (NO) de hispidulina em estudo in vitro utilizando macrofagos
murinos da linhagem RAW264.7 estimulados com LPS. A hispidulina, isolada de Artemisia
argyi, nas concentragdes 100, 50 e 25 uM suprimiu a produgdo de NO de maneira dependente
da concentracdo. Em modelo de inflamacéo alérgica, a hispidulina (10, 20 e 30 uM), inibiu a
producdo de citocinas pro-inflamatorias (TNFa e IL-4) em linhagem de mastocitos humanos
RBL-2H3 (KIM et al., 2019).

O potencial anti-inflamatério de cirsimaritina foi relatado por Shin e colaboradores (2017). Os
autores observaram que a cirsimaritina (1 — 10 pug/mL) inibiu a producéo de NO, IL-6 e TNF
em macréfagos RAW267.7 estimulados com LPS (100 ng/mL.).

Esses achados corroboram a atividade inibitoria de liberacdo de citocinas pro-inflamatérias
apresentada pelo extrato EtAOc de B. myriocephala, demonstrando que a hispidulina e a

cirsimaritina tem um papel importante nessa atividade.
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Figura 26: Efeito das substancias hispidulina e cirsimaritina (3, 10 e 30 uM) isoladas de B.
myriocephala sobre a liberacao de IL-1p em células THP-1 estimuladas com LPS (100 ng/mL).
Os dados representam a média + DP em triplicata. **** p < 0,0001; *** p < 0,001; *p < 0,5
comparando com células+LPS (0). Dx: dexametasona (10 uM).

5.6 Efeito in vitro das fragdes sobre a producao de espécies reativas de oxigénio

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo um grupo de moléculas com pelo menos um atomo
de oxigénio, o qual possui maior reatividade do que o oxigénio molecular (HERB et al., 2021).
As EROs sdo produzidas como subprodutos de processos metabdlicos oxidativos (SUN et al.,
2020) e em resposta a sinais exdgenos, como patdgenos ou sinais enddgenos, como citocinas
(MEUREN et al., 2022). Em baixas concentracdes de EROs, as células sdo capazes de se
defender contra os danos causados por essas espécies por meio da assisténcia de enzimas
antioxidantes. No entanto, quando os niveis de EROs excedem a capacidade do sistema de
defesa intracelular ocorre a inducdo de estresse oxidativo, processo que esta implicado no

aparecimento e progressao de muitas doencas cronicas (KIM et al., 2020).

O efeito das fragbes DCM, EtOAc e MeOH/H20 (10 e 30 pg/mL) sobre a producéo de EROs
foi avaliada in vitro (Figura 27). A fracdo obtida em DCM reduziu (18,7 + 8,83% e 20,32 +
4,06%) a formacao de espécies reativas de oxigénio nas duas concentracdes avaliadas, enquanto

as outras fragdes ndo reduziram significativamente a formacéo de EROs.
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Figura 27: Efeito das fracdes de B. myriocephala (10 e 30 pg/mL) sobre a producéo de EROs
em células THP-1 estimuladas com LPS (100 ng/mL). Os dados representam a média + DP em
hexaplicata. ** p < 0,01; comparando com células+LPS (-). Veiculo: (DMSO+EtOH 1:4); Dx:
dexametasona (10 pM); DCM: fragdo diclometano; EtOAc: fracdo acetato de etila;
MeOH/H0: fracdo metanol/agua (1:1)

Para a analise do efeito de EROs, as células foram coradas com a sonda diacetato 2°,7’-
diclorohidrofluoresceina (DCFH-DA, 5 uM), e apds serem oxidadas, formaram o composto
fluorescente diclorofluoresceina (DCF). Portanto, a microplaca foi visualizada por microscopia

de fluorescéncia pelo sistema de imagem celular EVOS (Figura 28).

Araujo e colaboradores (2017) relataram o potencial de Baccharis trimera em inibir a producéo
de EROs. Eles identificaram cinco flavonoides e nove acidos fenolicos por LC-DAD-ESI-MS.

Apos avaliar o efeito antioxidante do extrato, 0s pesquisadores observaram que B. trimera (25
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e 50 pg/mL) apresenta excelente potencial para modular a producdo de EROs em comparagédo

com os padrdes de quercetina e rutina.

BRANCO LPS DEXA DCM 10 DCM 30

Figura 28: Celulas THP-1 coradas com DCFH-DA. Branco: células+tmeio; LPS:
lipopolissacarideo (100 ng/mL); DEXA: dexametasona (10 pM); DCM 10: fragdo
diclorometano 10 pg/mL; DCM 30: fracdo diclorometano 30 pg/mL.

Os resultados experimentais de Zhang e colaborades (2020) demostraram que a atividade
antioxidante dos flavonoides estd correlacionada a sua estrutura. A quantidade e
posicionamento dos grupos hidroxilas do anel B dos flavonoides, influenciam os mecanismos
da atividade antioxidante. As substancias que ndo possuem o grupo orto-di-hidroxi no anel B,
tiveram uma reducdo na atividade antioxidante, pois as hidroxilas na posi¢do orto contribui
muito para o efeito de eliminacdo de radicais do flavonoide. A quercetina, que possui um grupo
3’,4’- O — dihidroxi, teve a maior atividade com ECso 8,77 + 0,09 uM. Os autores avaliaram a
atividade antioxidante de 60 flavonoides em trés ensaios diferentes, incluindo a atividade
sequestrante do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), a capacidade de absorcdo de

radicais de oxigénio e a atividade antioxidante celular em células HepG2.

Os constituintes majoritarios da fracdo EtOAc, a hispidulina e a cirsimaritina, sdo flavonas que
néo possuem sistema orto-dihidroxi, sendo hidroxiladas apenas na posi¢do 4’ do anel B, o que
pode justificar a auséncia de atividade antioxidante dessa fracdo. J& a caracterizacdo
cromatografica da fracdo DCM, revelou a presenca de acidos fendlicos e outras flavonas alem
da cirsimaritina e hispidulina, que ndo foram identificados e podem ser os responsaveis pela

atividade antioxidante observada.
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6. CONCLUSAO

A avaliacdo do efeito das espécies de Baccharis sobre a liberagdo de citocinas pro-inflamatérias
in vitro revelou trés espécies (B. oblongifolia, B. oreophila e B. myriocephala) capazes de inibir
significativamente a produgdo de TNF, IL-1B e IL-6. O estudo fitoquimico biomonitorado do
extrato etandlico de partes aéreas de Baccharis myriocephala resultou no isolamento de duas
flavonas metoxiladas, hispidulina e cirsimaritina, que inibiram significativamente a liberacéo
de IL-1b in vitro, contribuindo para a potencial atividade anti-inflamatéria observada para o

extrato.
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APENDICE A: Espectro de RMN de *H de Flav3 em DMSO-ds obtido em 600 MHz.
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APENDICE B: Secéo expandida do espectro de RMN de *H de Flav3 em DMSO-ds obtido em 600 MHz. Hidrogénios do anel para-
substituido (A), hidrogénio 6H 6,91 ppm do anel A (B) e dos hidrogénios metinicos 6H 3,91 e 3,73 ppm (C).
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APENDICE C: Mapa de contornos de HSQC obtidos para Flav3 em DMSO-ds em 600 MHz para *H e 150 MHz para *°C.
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APENDICE D: Mapa de contornos de HMBC obtidos para Flav3 em DMSO-d6 em 600 MHz para 1H e 150 MHz para 13C.
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APENDICE E: Secdo expandida da regi&o de hidrogénios metinicos (6H 3,91 e 3,73 ppm) do mapa de contornos HMBC obtido para
Flava.
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