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Resumo

A Baccharis dracunculifolia é utilizada como fitoterapica, e a propolis-verde, sintetizada pelas abelhas Apis mellifera a partir dessa apresenta
principios inflamatdrios, antioxidantes e antimicrobianos. Este produto apicola é eficaz no combate a uma série de micro-organismos na
medicina popular, logo, é fundamental o desenvolvimento de pesquisas que comprovem essas eficacias. Os objetivos do trabalho foram
analisar o perfil microbioldgico, dosear os flavonoides e verificar a atividade antioxidante da planta. As partes aéreas foram coletadas em um
fragmento de cerrado sul-mato-grossense e processadas obtendo-se extratos com hexano, acetato de etila e etanol. Para analise microbioldgica,
a bactéria Staphylococcus aureus foi semeada em agar e discos de filtro foram embebidos com os extratos e, junto com grupo controle,
foram colocados em placas de Petri para posterior medicéo dos halos de inibigdo. Para doseamento dos flavonoides e avaliagdo da atividade
antioxidante, folhas processadas foram levadas a Soxhlet para extracdo em metanol. Uma aliquota sofreu leitura em espectrofotdmetro com
diferentes concentragdes de quercetina para construcao de curva padrao. O ensaio antioxidante foi baseado no método de reducdo de radical
e revelacdo utilizando DPPH. Como resultado, todos os extratos demonstraram inibicdo do crescimento bacteriano, indicando atividade
antimicrobiana da planta. Também foi encontrado flavonoide com atividade antioxidante satisfatoria. Levando em consideracdo que a B.
dracunculifolia € empregada como planta medicinal, estudos como este podem corroborar com tal utilizagdo, uma vez que a comprovagdo
cientifica dos possiveis fitoterapicos é fundamental para a indUstria farmacéutica e para os profissionais em satde, colaborando com a evolucao
da medicina.

Palavras-chave: Atividade Antimicrobiana. Atividade Antioxidante. Baccharis dracunculifolia. Flavonoides.

Abstract

Baccharis dracunculifolia is used as an herbal medicine, and green propolis, synthesized by Apis mellifera bees , has inflammatory, antioxidant
and antimicrobial principles. This bee product is effective in combating a series of microorganisms in folk medicine, therefore it is essential to
develop research to prove such effectiveness. The objectives of the study were to analyze the microbiological profile, dose the flavonoids and
verify the plant’s antioxidant activity. The aerial parts were collected in a fragment of cerrado sul-mato-grossense and processed, obtaining
extracts with hexane, ethyl acetate and ethanol. For microbiological analysis, Staphylococcus aureus bacterium was seeded in agar and filter
discs were soaked with the extracts and, together with the control group, were placed in Petri dishes for subsequent measurement of inhibition
halos. To measure the flavonoids and evaluate the antioxidant activity, processed leaves were taken to Soxhlet for extraction in methanol. An
aliquot was read in a spectrophotometer with different quercetin concentrations to build a standard curve. The antioxidant assay was based
on the radical reduction and development method using DPPH. As a result, all the extracts showed bacterial growth inhibition, indicating the
plant’s antimicrobial activity. Flavonoids with satisfactory antioxidant activity were also found. Taking into account that B. dracunculifolia
is used as a medicinal plant, studies such as this one can corroborate with such use, since the scientific proof of possible herbal medicines is
essential for the pharmaceutical industry and for health professionals, contributing to the medicine evolution.

Keywords: Antimicrobial Activity. Antioxidant Activity. Baccharis dracunculifolia. Flavonoids.

1 Introducéo familia tém apresentado, além de atividade antioxidante e
anticancer, atividade antimicrobiana e outras espécies dessa
familia tém sido descritas por apresentarem atividades anti-
inflamatérias (LUCENA et al., 2019). Muitos espécimes
das Asteraceae sdo utilizados na medicina popular por conta

dos seus importantes recursos fisiolégicos, evidenciados em

A familia boténica Asteraceae é uma das maiores
familias de angiospermas e embora cosmopolita, geralmente
¢ dominante em vegetacdo arida e temperada (RIVERA
et al., 2019). Essa familia é conhecida pelas propriedades

terapéuticas, cosméticas e aromaticas, sendo relatado na
literatura seu uso medicinal anti-helmintico, adstringente,
anti-hemorréagico, antimicrobiano, diurético, analgésico e
antiespasmaodico (FABRI et al., 2011).

Extratos e dleos essenciais obtidos de espécies desta
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diversas literaturas, e assim se estabelece entusiasmo pela
busca de extratos com perfil medicinal relevantes dentro
desta familia. Um exemplo disso é o interesse crescente na
planta Baccharis dracunculifolia DC, no que se refere as suas
diversas propriedades bioldgicas apresentadas (SOARES et
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al., 2013; DE ABREU; ONOFRE, 2010).

Esta planta é popularmente conhecida como alecrim-
do-campo, vassourinha, vassoura-do-campo (FAGUNDES,
2005) e é utilizada como planta medicinal, em que ja se
identificaram substancias em suas estruturas aéreas com
atividade antimicrobiana, além de flavonoides que, por
apresentarem atividade antioxidante, podem contribuir para
a prevencdo de doencas cardiovasculares, envelhecimento e
canceres (SALGUEIRO; CASTRO, 2016).

A pesquisa de flavonoides se faz necessaria e é estimulada
por “apresentar um amplo espectro de atividades biologicas”
e esses compostos tém sido destacados como agentes
preventivos ou terapéuticos naturais (DERAKHSHANIAN
et al., 2020). Concomitantemente, estudos de antioxidantes
naturais se tornou tendéncia dentro do mercado de farmacos,
pois além de serem associados com a manutencdo da salde,
apresentam grande beneficio para a melhoria da qualidade
de vida, ja que protegem os organismos dos danos causados
pelos radicais livres, prevenindo ou adiando o inicio de vérias
doencas (FERRERA et al., 2016).

A busca por remédios e medicamentos com eficacia €
constante e a comprovacdo desses beneficios é de suma
importancia, uma vez que a utilizacdo de plantas para fins
medicinais é secular e corrobora com a necessidade em se
identificarem seus potenciais bioldgicos, uma vez que uma
grande parcela da populacdo mais carente faz uso frequente
desse tipo de medicina (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL,
2005).

O alecrim-do-campo é utilizado como anti-inflamatério,
antioxidante e bactericida hd muitos anos e estudos que
comprovem essas possiveis atribuicdes sdo consideraveis
quando analisados individuos em alguns biomas brasileiros,
porém, em espécimes habitantes no Cerrado Sul-mato-
grossense, tais estudos ainda sdo inexistentes (LIMA et al.,
2019). Frente a discussdo, é necessaria uma investigagdo mais
aprofundada, que pode trazer melhorias para 0 campo médico,
cientifico e para a salde e desenvolvimento econdmico da
populacéo local.

Neste estudo objetivou-se quantificar o teor de
flavonoides totais para se averiguar a existéncia de atividade
antioxidante da espécie Baccharis dracunculifolia habitante
do Cerrado Sul-mato-grossense, além de avaliar sua eficacia
antimicrobiana sobre bactérias da espécie Staphylococcus
aureus.

2 Material e Métodos
2.1 Coleta do material

Em um fragmento de Cerrado preservado, localizado em
regido periférica de Campo Grande, Mato Grosso do Sul,
folhas novas e em processo de senescéncia de trés individuos
adultos de Baccharis dracunculifolia foram coletadas
aleatoriamente com auxilio de tesoura de poda. Apés as
folhas serem secas em estufa com circulacdo de ar (40 °C)
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e trituradas em moedor de copo, o p6 foi tamisado (tamis
ABNT 60), misturado e guardado em frascos ambar em que
particulas com granulometria inferior ou igual a 0,250 mm de
tamanho foram utilizadas em todos os experimentos.

2.2 Preparo dos extratos

Submeteu-se 600g do material seco, em triplicada, para
extracdo sequencial individual com 1000 ml de trés agentes
extratores (hexano, acetato de etila e etanol — marca Dinamica®).
Para garantir a obtencdo adequada dos extratos, as misturas
foram levadas para um sonicador (Unique 1450%, Modelo
Ultrasonic Cleaner®) e submetidas a agitacdo por tempo de
10 minutos e descanso de cinco minutos; o presente ciclo
foi repetido por trés vezes, até esgotamento das substancias
desejadas que s&o encontradas na planta (droga vegetal).

Apb6s a extracdo, os produtos foram filtrados,
rotaevaporados e se obteve 0s extratos hexanicos (Ext ned:
acetato de etila (Ex Acet) e etandlico (Ext Etan). Estes foram
acondicionados em recipientes &mbar até 0 momento de uso
de acordo com a metodologia de Beraldo et al. (2015).

2.3 Atividade antimicrobiana

Acepa da bactéria escolhida para o teste antimicrobiano dos
extratos de Baccharis dracunculifolia foi de Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

A avaliacdo antimicrobiana foi realizada de acordo com
De Abreu; Onofre (2010), pelo método de Difusdo em Disco,
em que foram utilizados discos de filtro Whatman n°.1 (6
mm de diametro) impregnados com o0s extratos obtidos
e distribuidos em placas de Petri contendo agar Miller-
Hinton (Merck®) previamente semeado na superficie com a
cepa; controles (discos de Gentamicina, Newprov®) foram
executados em paralelo. Apds a semeadura prévia, cada placa
recebeu discos contendo os trés extratos produzidos, com
as suas devidas concentracdes (10 uL) e identificages nas
placas. Apo6s a inoculagdo, estas foram incubadas por 24 horas
a uma temperatura de 37 °C.

Os testes foram realizados em triplicata e os resultados
expressos em mm pela média aritmética do diametro dos halos
de inibi¢do formado ao redor dos discos nas 3 repeti¢des. Os
diametros dos halos de inibicdo deverdo ser interpretados de
acordo com os critérios preconizados pelo Committee for
Clinical Laboratory Standards International — CLSI.

2.4 Determinag&o dos Flavonoides totais

Para determinacdo de flavonoides totais seguiu-se
metodologia adaptada de Peloi et al. (2016) e para isto, 2g de
folhas secas e pulverizadas foram extraidas com 150 mL de
metanol (MeOH) 70% em aparelho Soxhlet® por trés horas. O
extrato foi filtrado e o volume completado para 250 ml.

Uma aliquota de 15 ml foi colocada em bal&o volumétrico
acrescida de 1 ml de solucéo de cloreto de aluminio (5 g de
cloreto de aluminio em 100 ml de MeOH, sendo o volume
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completado para 50 ml). Ap6s repouso de 30 minutos foi feita
leitura a 425 nm em espectrofotdmetro UV/visivel, a analise
foi feita em triplicata. Os dados de absorbancia das amostras
foram comparados com uma curva padrdo construida a partir
de solugBes com concentragdes crescentes de quercetina nas
concentragdes de 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2; 1,4; 1,6; 1,8 e 2,0
mg/ml.

A quercetina 3,3”,4°,5,7-penta-hidroxiflavona, 2-(3,4-di-
hidroxifenil) -3,5,7-tri-hidroxi-4H-cromen-4-ona, C15H1007,
é um flavonoide conhecido por suas propriedades antioxidantes
e anti-inflamatérias e utilizado em analises comparativas
com doseamentos de flavonoides (DERAKHSHANIAN et
al., 2020). Foram realizadas as leituras das absorbancias das
amostras dos trés extratos produzidos e do branco (MeOH +
DPPH) em espectrofotdmetro.

2.5 Atividade antioxidante

O ensaio antioxidante foi baseado no método de reducéo do
radical 2,2’-difenil-1-picrihidrazilo (DPPH). Para realizagdo
desse teste, foi aplicado 10 pL de solugdo dos extratos
somados a 1 mg/mL de metanol sobre cromatofolhas, as quais
foram reveladas utilizando solugdo metanélica de DPPH a
0,2%, através de aspersdo (FABRI et al., 2011). A atividade
antioxidante € evidenciada com a presenca de manchas
brancas ou amarelas decorrentes da reducdo do DPPH, contra
a coloragéo purpura de fundo (SILVA, 2005). A oxidagéo que
provoca o envelhecimento de um tecido vivo esté diretamente
relacionada com oxidantes potentes presentes no organismo e
que séo conhecidos como radicais livres.

3 Resultados e Discusséo
3.1 Rendimento

Ao final das extracdes, ap6s filtracdo e evaporagdo dos
solventes, foram obtidos trés extratos distintos e seus pesos
secos serviram de base para o calculo do rendimento. O
resultado da extracéo a partir dos solventes Hexano, Acetato
de Etila e Etanol foram reunidos para amostragem de
rendimento (Figura 1).

Figura 1 - Fluxograma da amostragem de rendimento de massa
vegetal e dos extratos produzidos

MASSA VEGETAL

TRITURADA E
UTILIZADA (600g)

Exthex Extacet Extetan
-2,545 ml -2,290 ml -2,300 ml
18,0764 g 17,9764 g -8,2109 g

Fonte: dados da pesquisa.

3.2 Teste de sensibilidade
Foram observadas presencas de diferentes medidas de
halos de inibi¢do (Quadro 1) durante o teste de difusdo em agar
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(Figura 2) em todos os extratos analisados de B. dracunculifolia
(EXt,s EX o € EXty,,). O controle com Gentamicina mostrou
um halo de inibi¢do de 20 mm, indicando a sensibilidade do
S. aureus teste frente ao antibi6tico. Os halos de inibigdo do
crescimento microbiano foram medidos em milimetros, com
auxilio de uma régua milimetrada.

Etan.

uadro 1 - Medida dos halos_de inibicdo de crescimento
a bactéria utilizando extratos Ext , Ex , Ext de B.
Hex Acet EtOH
dracunculifolia
Concentracédo R
E(’r‘;”;‘rtr?f) utilizada dos Ha'os(dnfrg‘)'b"?ao
9 extratos (uL)
Ext,,. 10 14
I:XAcel 10 10
EXTe,, 10 9
Controle
Gentamicina 10 20

Fonte: dados da pesquisa

Figura 2 - Halos de inibicdo de crescimento de S. aureus e
os discos impregnados com diluigdes de 10 pL dos extratos

Ext,.(1); Ex,.(2) e Ext_,. (3) de B. dracunculifolia; padrdo —
Gentamicina (4)

Fonte: os autores.

Foram feitas as medicdes dos halos, e como resultados
obteve-se: trés halos do extrato hexanico iguais a 14 mm; trés
halos do extrato acetato de etila iguais a 10 mm e trés halos
do extrato etandlico iguais a 9 mm. Tais resultados estéo de
acordo com Bona et al. (2014), que propdem que se evidencia
atividade antimicrobiana quando o halo de inibi¢éo é igual
ou superior a 6 mm e no caso de extratos de plantas, halos
maiores que 7 mm caracterizam atividade antimicrobiana.

Nos estudos de Garcia, Ueda e Mimica (2011), extratos
etandlicos da familia Asteraceae, no caso a espécie Bidens
pilosa, apresentou atividade antibacteriana contra cepas de S.
aureus. Fabri et al. (2011) também corroboram com este estudo,
uma vez que em sua pesquisa a B. dracunculifolia apresentou,
através de extratos metandlicos, atividade antimicrobiana
frente a Pseudomonas aeruginosa e Bacillus cereus e
Cryptococcus neoformans, indicando que “o percentual de
atividade que avalia o potencial antimicrobiano dos extratos
testados mostrou que o extrato de B. dracunculifolia foi o
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mais ativo, seguido do extrato de Taraxacum oficinale”,
mostrando que o alecrim-do-campo apresenta porcentagem
muito maior de atividade bactericida que em comparagdo com
outras espécies da familia Asteraceae.

O resultado antimicrobiano obtido neste estudo assegura
0 que Soares et al. (2007) determinaram, em seu estudo,
sobre o potencial acidogénico de Staphylococcus mutans,
sendo que a fragdo hexanica de B. dracunculifolia, foi a mais
ativa no ensaio antimicrobiano frente ao patégeno. Com
base nos resultados obtidos, esses autores sugerem que B.
dracunculifolia é capaz também de atuar na via glicolitica
de S. mutans, inibindo a producdo de &cidos nucléicos,
confirmando-se também o estudo de Ferronatto et al. (2007),
em que constataram a eficacia antimicrobiana do dleo de
B. dracunculifolia frente as S. aureus, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa.

Nader et al. (2010) apresentaram dados mostrando que 0
extrato cloroformico de B. dracunculifolia teve importante
atividade in vitro sobre as cepas de S. aureus. Seus dados
afirmam que o género Baccharis, bem como a espécie B.
dracunculifolia “sdo promissores para 0 desenvolvimento
de medicamento fitoterpico antimicrobiano e que varias
substancias sdo responsaveis por essa atividade”.

Miranda et al. (2016) verificaram que dleos essenciais de
alecrim-do-campo associados a monoterpenos se mostraram
eficientes na inibicdo do crescimento de bactérias. O 6leo
essencial de B. dracunculifolia foi bactericida sobre bactérias
Gram-negativas e para bactérias Gram-positivas, nas quais
as cepas inibidas foram de Listeria monocytogenes
e Salmonella choleraesuis. Ainda de acordo com este estudo,
as atividades antimicrobianas podem variar de acordo com
“localidade e época de coleta da espécie vegetal, ciclo
vegetativo e fatores edafoclimaticos”.

Salazar et al. (2018) também corroboram quando o estudo
se debruca sobre o0s dleos essenciais puros da planta estudada,
pois avaliaram a atividade antibacteriana do dleo de B.
dracunculifolia também contra S. aureus e relatam que o éleo
é um produto natural promissor com potencial antimicrobiano
para uso clinico.

Segundo Machado et al. (2015), o o6leo essencial
de B. dracunculifolia foi investigado contra espécies
de Mycobacterium. De acordo com os produtos produzidos,
0 Oleo ndo se apresentou como uma fonte promissora de
drogas antimicobacterianas. Logo, quanto a medicina popular
por fitoterapicos, os populares e/ou os profissionais da salde
devem estar atentos sobre a utilizagdo da planta para possiveis
infeccOes por microbactérias, podendo nao haver os resultados
esperados. Plantas dessa familia s&o estudadas quanto a sua
composi¢do quimica e atividade bioldgica para formacédo de
novos farmacos.

Diferente do presente trabalho, em que houve acdo
bactericida frente a cepas de S. aureus no extrato etandlico,
Lima et al. (2019) ndo encontraram a mesma acao bactericida
do mesmo tipo de extrato de B. dracunculifolia em seu estudo.
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E provavel que o extrato obtido em seu trabalho contenha
majoritariamente a fragdo apolar, que ndo é capaz de inibir o
crescimento bacteriano.

3.3 Flavonoides totais e atividade antioxidante

Cerca de 120 espécies do género Baccharis foram estudadas
quimicamente, e, de modo geral, 0s compostos que mais se
destacam sdo os flavonoides e os terpenoides (AGOSTINI
et al., 2005). Os resultados da leitura de absorbancia da
aliquota extraida para doseamento dos flavonoides totais neste
estudo foram reunidos para a construgdo da curva padréo da
atividade antioxidante (Grafico 1) a partir de solugBes com
concentragdes crescentes de quercetina.

Grafico 1 - Curva de calibracéo da atividade antioxidante de B.
dracunculifolia

¢ Concentrx 3o daquercetina (mg/mi)

Linear (Concentragdo da quercetina (mg/mi))

Absorbancia da aliquota (425nm)
*

0 0,05 01 0,15
Concentracdo de Quercetina (mg/ml)
Fonte: dados da pesquisa.

Dos extratos analisados em comparagdo com a quercetina
(um dos flavonoides presentes no género Baccharis e utilizado
como padréo), o extrato que apresentou maior atividade foi o
EX . Seguido do Ext.,, e o Ext,,, ndo apresentou evidéncia
de atividade (Figura 3). Neste contexto, detectou-se que 0s
extratos obtidos da espécie em estudo proveniente do cerrado
brasileiro apresentaram atividade antioxidante.

Hex

Figura 3 - Avaliacdo antioxidante dos extratos e do padrdo
quercetina

A B C D

Al EXT C EXt D: padrao querce-llna
Etan;

Hex; Acet;
Fonte: dados da pesquisa.

Segundo Marques et al. (2016), a atividade antioxidante
corresponde & quantidade de DPPH consumida pelo
antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante
necessaria para decrescer a concentracao inicial de DPPH em
50% € denominada concentracdo eficiente (CE50), também
chamada de concentracdo inibitdria (CI150). Quanto maior o
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consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a sua CE50
e maior a sua atividade antioxidante e a atividade evidenciada
com a presenca de manchas brancas ou amarelas decorrentes
da reducédo do DPPH contra a coloragéo pUrpura de fundo.

De acordo com Dias et al. (2009), uma substancia
antioxidante é aquela que tende a inibir o processo de
oxidagao, e assim proteger os sistemas biol6gicos contra danos
de processos ou reagBes que possam promover a oxidagdo
de estruturas celulares. Aos seus diferentes extratos tém-se
atribuido a espécie B. dracunculifolia a atividade antioxidante
(RODRIGUES, 2017), confirmada neste estudo, fortemente
evidenciado no Ex,.. Da mesma forma, Ferronatto et al.
(2007), em seu estudo sobre a atividade antioxidante dos 6leos
essenciais produzidos pela B. dracunculifolia, apresentam
como resultados a confirmagdo de que ha atividade
antioxidante no 6leo desta planta.

De acordo com Sforcin et al. (2012), a analise fitoquimica
dos extratos e 6leos de seu trabalho sugere que os resultados
apresentados estejam relacionados & presenga de flavonoides,
acido cinamico e triterpenos presentes na B. dracunculifolia,
e que, seus resultados corroboram com o0 uso popular da
planta no tratamento de diversas causas inflamatdrias, o que
“contribui para a validacdo farmacoldgica desta importante
espécie medicinal”.

Testes realizados em extratos brutos e fracdes de plantas
do género Baccharis mostraram que a maioria das atividades
bioldgicas, como a antioxidante, ndo estdo relacionadas apenas
aos flavonoides e sim também aos terpenos e tricotecenos
(VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005). Esses autores
confirmam que se observou a atividade antioxidante em vérias
espécies de Baccharis, entre essas B. trinervis e B. coridifolia,
em que tais atividades estavam associadas com a presenga de
flavonoides.

Paroul et al. (2016) indicam que as propriedades
antioxidantes encontradas nos extratos aquosos de
Baccharis, provenientes do bioma Pampa Sulista, mostram
efeitos similares para diferentes extratos deste género,
encontrados em outras literaturas. Os autores explicam que
este efeito antioxidante é pela presenca de flavonoides e
que esses resultados em extratos aquosos do género foram,
aproximadamente, 100 vezes superiores aos obtidos com os
6leos essenciais das mesmas plantas, evidenciando agGes
antioxidantes em compostos dos mais variados tipos de
extratos, o que corrobora com o presente estudo, em que foram
utilizados trés tipos diferentes de extratores para a producéo
dos extratos.

4 Concluséao

Levando em consideracdo a conhecida aplicagdo do
alecrim-do-campo como planta medicinal pela populagdo mais
simples, estudos como este podem respaldar tal utilizag&o,
uma vez que a comprovagdo cientifica de perfis fitoterapicos
é fundamental para uma possivel indicacdo por profissionais
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em satde, em especial, aqueles do Sistema Unico de Satde
(SUS) brasileiro.

Com base neste estudo e em outras pesquisas elaboradas
com a mesma espécie, é possivel fornecer dados sobre
sua eficcia antibacteriana e no combate a radicais livres.
Tais resultados podem servir como subsidio para outros
estudos que envolva a familia Asteraceae, uma vez que
essas habitam os mais diferentes biomas do Brasil e, dessa
forma, ha possibilidade de se encontrarem as mais distintas
caracteristicas fisioldgicas e quimicas desses vegetais, com
grandes potenciais de melhoria da salide da populacdo, de
acordo com a pressdo ambiental a que sdo submetidas.
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