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RESUMO

A diabetes mellitus (DM) ¢ uma doenca metabodlica caracterizada pela deficiéncia de
insulina ou baixa funcionalidade deste hormdnio, o que inviabiliza o controle dos niveis
glicémicos pos-prandiais. Dentre os diferentes tipos, destaca-se a diabetes mellitus tipo 11
(DM2) que corresponde a 90% dos casos e € caracterizada por resisténcia a insulina e
hiperglicemia. Por se tratar de uma doenca de alta prevaléncia, capaz de afetar a qualidade
de vida dos individuos e cujo tratamento tem custo elevado, torna-se cada vez mais
necessario buscar diferentes formas de tratamento como, por exemplo, o uso de plantas
medicinais.

Dentre as diferentes espécies indicadas pela medicina tradicional para o combate a DM2,
destacam-se aquelas que pertencem ao género Baccharis, popularmente conhecidas como
carquejas. Nesse contexto, a Baccharis trimera (carqueja amarga) ¢ a espécie mais
comercializada, utilizada e estudada, principalmente pelo potencial que possui para o
tratamento de problemas hepaticos, disfuncdes estomacais e intestinais, para diabetes,
obesidade e reumatismo. Tais propriedades derivam de sua complexa composi¢do
quimica. A caracterizagdo quimica de diferentes fracdes desta planta mostra-se relevante,
pois pode permitir relacionar seus principais compostos com suas agdes medicinais e,
ainda, ter emprego na avaliacdo da autenticidade de amostras comerciais. Dessa forma,
os objetivos desse estudo foram caracterizar quimicamente, avaliar o potencial
toxicoldgico e a bioatividade in vitro e in vivo de fragdes especificas de amostras de
carqueja, com destaque para seu potencial antioxidante e antidiabético. Para tanto, o
trabalho foi dividido em trés capitulos que representam artigos gerados a partir do estudo.
No primeiro artigo (Capitulo I) utilizou-se como referéncia, para a avaliacdo da
autenticidade de amostras de sachés comercializadas sob a designacdo de carqueja
amarga, um 6leo essencial comercializado pela empresa Lazlo Aromaterapia Ltda. Nesse
estudo, foram identificadas 41 substancias nos 0leos essenciais de carqueja analisados.
Apenas o acetato de carquejila, o palustrol, o espatulenol e o B-eudesmol foram detectados
em todas as amostras avaliadas. A auséncia do carquejol em uma das amostras de sachés
e a presenca do acetato de carquejila em baixas concentragdes nos 6leos essenciais dessas
amostras comerciais dificultou a avaliagdo da autenticidade das mesmas por comparagao
com as amostras de referéncia. Nao houve diferenca estatistica significativa entre o

potencial antioxidante dos dleos essenciais de referéncia e dos dleos essenciais obtidos a



partir das amostras comercializadas na forma de sachés. Os 0leos essenciais de ambos os
grupos mostraram-se citotoxicos de acordo com o teste de toxicidade aguda em Artemia
salina, com valores de DLso inferiores a 200 ppm. No segundo artigo gerado (Capitulo
IT), foram utilizadas amostras de Baccharis myriocephala referenciadas pela
caracterizacdo botanica. Dezenove compostos foram identificados pela primeira vez
como constituintes da fracdo volatil dessa espécie, sendo treze detectados nos oOleos
essenciais, cinco nas infusdes e um (palustrol) em ambas as matrizes. Quanto a
capacidade antioxidante, as infusdes demonstraram maior potencial que os 6leos. Quanto
a toxicidade, os 6leos essenciais foram caracterizados com alto potencial citotoxico,
enquanto as infusdes foram consideradas atdxicas. No terceiro artigo (Capitulo III), foi
avaliado o potencial antidiabético do dleo essencial de Baccharis trimera em modelo
animal (ratos Wistar) no qual a DM2 foi induzida em ratos pela associagao de uma dieta
hiperlipidica/hipercalérica com uma pequena dose de estreptozotocina. A combinagao
dessa dieta com esse agente toxico foi capaz de reproduzir as caracteristicas metabolicas
da DM2 em um curto periodo de tempo, com o aparecimento da hiperglicemia e da triade
classica dos sintomas da diabetes. Nesse modelo, os ratos desenvolveram uma condigao
dislipidémica caracterizada principalmente pela hipertrigliceridemia. O principal achado
desse estudo foi o potencial apresentado pelo 6leo essencial de B. trimera para controle
da hipertrigliceridemia diabética. Esse oleo essencial também apresentou potencial

hepatoprotetor nos animais diabéticos.

Palavras-chave: Baccharis trimera; Baccharis myriocephala; 6leo essencial; infusdes;
capacidade antioxidante, toxicidade, diabetes mellitus tipo II; agente antidislipidémico e

hepatoprotetor.



ABSTRACT

Diabetes mellitus (DM) is a metabolic disease characterized by insulin deficiency or low
functionality of this hormone, which makes it impossible to control postprandial glycemic
levels. Among the different types, type II diabetes mellitus (T2DM) stands out,
corresponding to 90% of the cases and being characterized by insulin resistance and
hyperglycaemia. Because it is a highly prevalent disease, capable of affecting the quality
of life of individuals and which treatment has a high cost, it becomes increasingly
necessary to seek different forms of treatment, such as the use of medicinal plants. Among
the different species indicated by traditional medicine to combat T2DM, those belonging
to the genus Baccharis, popularly known as carquejas, stand out. In this context,
Baccharis trimera (bitter carqueja) is the most commercialized, used and studied species,
mainly due to its potential for the treatment of liver problems, stomach and intestinal
disorders, diabetes, obesity and rheumatism. Such properties derive from its complex
chemical composition. The chemical characterization of different fractions of this plant
proves to be relevant, as it may allow relating its main compounds to its medicinal actions
and, also, be used in the evaluation of the authenticity of commercial samples. Thus, the
aims of this study were to chemically characterize, evaluate the toxicological potential
and the in vitro and in vivo bioactivity of specific fractions of carqueja samples,
highlighting their antioxidant and antidiabetic potential. To fulfill the objectives, the work
was divided into three chapters, which represent articles generated from the study. In the
first article (Chapter I), an essential oil marketed by the company Lazlo Aromaterapia
Ltda was used as reference to evaluate the authenticity of sachet samples sold under the
name of bitter carqueja. In this study, 41 substances were identified in the carqueja
essential oils analyzed. Only carquejyl acetate, palustrol, spathulenol and B-eudesmol
were detected in all samples evaluated. The absence of carquejol in one of the sachet
samples and the presence of carquejyl acetate in low concentrations in the essential oils
of these commercial samples made it difficult to assess their authenticity by comparison
with reference samples. There was no statistically significant difference between the
antioxidant potential of the reference essential oils and those obtained from the samples
sold in the form of sachets. Essential oils from both groups were cytotoxic according to
the acute toxicity test of Artemia salina, with LDsg values below 200 ppm. In the second
article (Chapter II), samples of Baccharis myriocephala referenced by botanical

characterized were used. Nineteen compounds were identified for the first time as



constituents of the volatile fraction of this species, being thirteen detected in essential
oils, five in infusions and one (palustrol) in both matrices. As for the antioxidant capacity,
the infusions showed greater potential than the oils. Regarding toxicity, essential oils were
characterized as having high cytotoxic potential, while infusions were considered non-
toxic. In the third article (Chapter III), the antidiabetic potential of Baccharis trimera
essential oil was evaluated in an animal model (Wistar rats) in which T2DM was induced
in rats by the association of a high fat/hypercaloric diet with a small dose of
streptozotocin. The combination of this diet with this toxic agent was able to reproduce
the metabolic characteristics of T2DM in a short period of time, with the appearance of
hyperglycaemia and the classic triad of diabetes symptoms. In this model, rats developed
a dyslipidemic condition primarily characterized by hypertriglyceridemia. The main
finding of this study was the potential, presented by the essential oil of B. trimera, to
control diabetic hypertriglyceridemia. This essential oil showed also a hepatoprotective

potential in diabetic animals.

Keywords: Baccharis trimera; Baccharis myriocephala; essential oil; infusions;
antioxidant capacity, toxicity, type II diabetes mellitus; antidyslipidemic agent and

hepatoprotector.



LISTA DE ILUSTRACOES
REVISAO DA LITERATURA

Figura 1- Carqueja amarga (Baccharis trimera) 18

Figura 2- Distribuicdo de compostos terpénicos identificados no 6leo essencial de

Baccharis trimera. 21

CAPITULO 111

Figure 1- Total Ion Chromatogram of the commercial essential oil of Baccharis
trimera 66

Figure 2- Glycaemia of rats monitored throughout the development of the
experimental protocol. 68

Figure 3- Consumption of ration by the rats monitored throughout the development
of the experimental protocol. 69

Figure 4- Body mass of the rats monitored throughout the development of the
experimental protocol. 70

Figure 5- Water consumption by the rats monitored throughout the development of

the experimental protocol. 70
Figure 6- Glycated hemoglobina monitored after euthanasia of the animals. 73
Figure 7- Fasting insulinemia monitored after euthanasia of the animals. 74
Figure 8- Triglycerides monitored after euthanasia of the animals. 75
Figure 9- LDL-cholesterol monitored after euthanasia of the animals. 76
Figure 10- HDL-cholesterol monitored after euthanasia of the animals. 77
Figure 11- Total cholesterol monitored after euthanasia of the animals. 78

Figure 12- Plasma Levels of albumin, aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), and alkaline phosphatase (ALP) monitored after euthanasia
of the animals. 79

Figure 13- Plasma Levels of urea and creatinine monitored after euthanasia of the
animals. 80




LISTA DE TABELAS

REVISAO DA LITERATURA

Tabela 1- Compostos Terpénicos identificados no 6leo essencial de Baccharis
trimera 22

Tabela 2- Concentragdo e propriedades farmacoldgicas dos principais compostos
terpénicos do 6leo essencial de Baccharis trimera 23

CAPITULO 1

Tabela 1- Compostos volateis identificados nos o6leos essenciais usados como
referéncia (grupo 1 - OR) e nos 6leos essenciais provenientes das amostras de B.
trimera vendidas na cidade do Rio de Janeiro na forma de sachés (grupo 2 - S).

38

Tabela 2- Compostos majoritarios dos 6leos essenciais de carqueja amarga ORI,
OR2,S1eS2 40

Tabela 3- Compostos majoritarios dos 6leos essenciais de carqueja amarga S3, S4 e
S5 40

Tabela 4- Atividade antioxidante e potencial toxicologico dos 6leos essenciais usados
como referéncia (grupo 1) e dos Oleos essenciais provenientes das amostras de B.
trimera vendidas na cidade do Rio de Janeiro na forma de sachés (grupo 2)

41

CAPITULO II
Table 1- Composition of the essential oils of Baccharis myriocephala.

53
Table 2- Chemical characterization of the volatile fraction of Baccharis
myriocephala infusion. 54
Table 3- Antioxidant activity (ICsomppn)), toxicological potential, total phenolic
content, and total flavonoid content of Baccharis myriocephala infusions and
essential oils. 56

CAPITULO I1I

Table 1- Proximal composition (g 100 g of sample) of the NR and the HFR (wet base)
67




CG/DIC

CG/EM
DL50
DM
DM2
eV

IBGE

LRI

RENISUS
SUS
DPPH

IC50
IK

OMS

PNS

SBD

LISTA DE ABREVIATURAS

Cromatografia Gasosa com Detector de Ionizagdo em Chamas

Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas
Dose Letal

Diabetes Melito

Diabetes Melito tipo 2

Elétron- volts
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
Modified Kovats index calculated

Relagao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
Sistema Unico de Saude
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl / Difenilpicrilidrazil

Concentragao Inibitoria
Indice de Kovatz

Organizacdo Mundial da Saude
Politica Nacional de Satde

Sociedade Brasileira de Diabetes



INTRODUCAO

SUMARIO

12

JUSTIFICATIVA

13

OBJETIVOS

14

OBJETIVOS GERAIS

14

OBJETIVOS ESPECIFICOS 14
REVISAO DA LITERATURA 15
CAPITULO I 30
CAPITULO II 46
CAPITULO III 59
CONSIDERACOES FINAIS 86




INTRODUCAO

A diabetes mellitus (DM) ¢ uma doenca de alta prevaléncia mundial caracterizada pela
deficiéncia na producdo de insulina ou diminui¢ao de seus efeitos sobre a regulacdo da glicose
sanguinea. Trata-se de uma patologia que possui diferentes classificagdes, sendo a diabetes
mellitus tipo IT (DM2) a de maior ocorréncia (De Maria; Moreira & Marcilio, 2011).

A DM2 corresponde a 90% dos casos e ¢ prevalente em adultos. Caracteriza-se por
resisténcia a insulina e hiperglicemia e estd intimamente relacionada a fatores genéticos,
qualidade da dieta, niveis de atividade fisica e obesidade. A sintomatologia classica da doenga
¢ representada pela politria, polidipsia e polifagia e as complicagdes podem ser agudas ou
cronicas (Rossaneis, et.al., 2019; Rodacki, et.al. 2022; SBD, 2019).

Por se tratar de uma doenga cronica que possui um alto custo de tratamento, tanto para
o individuo quanto para a saude publica, ¢ fundamental estabelecer formas de tratamento
acessiveis. Neste contexto, o uso de plantas medicinais pode ser uma estratégia interessante.

Dentre as diferentes espécies de plantas utilizadas para a prevengdo e tratamento da
DM2 destacam-se as do género Baccharis, especialmente a Baccharis trimera, popularmente
conhecida como carqueja amarga. Trata-se de uma planta amplamente utilizada no Brasil na
forma de infusdo, preparada com as folhas in natura ou secas e moidas e comercializadas dentro
de sachés. A esta matriz sdo atribuidas as seguintes propriedades: anti-inflamatdria, anti-
helmintica, antimicrobiana, hepatoprotetora, podendo ainda ser utilizada para tratamento de
feridas e contra gripes e resfriados (Gené; Marin & Adzet, 1992; Bara & Vanetti, 1998; Dresch
et al., 2006). Além das agdes supracitadas, a acao hipoglicemiante ¢ amplamente referenciada,
0 que corrobora para o uso desta matriz para o tratamento da DM2 (Xavier; Peckolt & Canali,
1967, Oliveira et al., 2005; Dickel; Rates & Ritter, 2007).

Tais propriedades medicinais sdo atribuidas a sua composi¢ao quimica complexa rica
em compostos fenolicos, tais como, hispidulina, rutina e quercetina (Soicke & Leng-Peschlow,
1987; Araujo et al., 2016). Além desta fracdo fendlica, destacam-se ainda os compostos
terpénicos, dos quais o carquejol e o acetato de carquejila podem ser considerados os

marcadores quimicos da matriz (Silva et al., 2013).
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JUSTIFICATIVA

Considerando a DM2 uma epidemia global de grande impacto sobre a qualidade de vida da
populacdo e de alto custo para os cofres publicos, fazem-se necessarios estudos para avaliar
tratamentos alternativos para esta enfermidade. Neste contexto, o estudo de plantas com efeitos
hipoglicemiantes ou antidislipidémicos, como a carqueja amarga, merece aten¢ao. Desenvolver
estudos para comprovar os efeitos destas plantas frente a DM2 ¢ essencial para propor sua
utilizacdo para o tratamento da doenga e isso pode viabilizar o desenvolvimento de novos
medicamentos. Como ja abordado, as propriedades medicinais destas ervas estdo intimamente
relacionadas a sua complexidade quimica, sendo fundamental sua caracterizacdo tanto para
indicar os principais compostos relacionados a sua acao medicinal, quanto para criar um padrao
de identidade e qualidade que permita identificar esta matriz de forma inequivoca,

independentemente da forma na qual esteja sendo comercializada.
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OBJETIVOS
OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos desse estudo foram caracterizar quimicamente e avaliar o potencial
toxicologico e a bioatividade in vitro e in vivo de fragdes especificas de amostras de carqueja,

com destaque para seu potencial antioxidante e antidiabético.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para que os objetivos gerais apresentados acima fossem atingidos, os objetivos

especificos listados abaixo foram estabelecidos.

1. Estabelecer a composicdo quimica e avaliar o potencial toxicoldgico ¢ a capacidade
antioxidante dos 6leos essenciais de amostras de Baccharis trimera comercializadas na
cidade do Rio de Janeiro na forma de sachés, comparando os resultados com os obtidos para
Oleos essenciais de referéncia para essa espécie.

2. Estabelecer a composicdo quimica e avaliar o potencial toxicologico e a capacidade
antioxidante dos Oleos essenciais e infusdes de amostras in natura de Baccharis
myriocephala.

3. Avaliar o potencial fitoterapico do dleo essencial de Baccharis trimera para o tratamento

da DM2 em um modelo animal.

O presente estudo ¢ subdividido em “Revisdao da Literatura” (afim de se construir um
referencial tedrico) e trés capitulos que representam os artigos gerados a partir do trabalho. O
Capitulo I, intitulado “Avaliagdo do perfil quimico e dos potenciais antioxidante e toxicologico
dos oleos essenciais de amostras de Baccharis trimera comercializadas em sachés”, visa
cumprir o primeiro objetivo especifico. Este artigo foi publicado na revista Research, Society,
and Development. O Capitulo II, denominado “Evaluation of the composition, toxicological
and antioxidant potentials of the essential oils and teas of Baccharis myriocephala
(Asteraceae)”, atende ao segundo objetivo especifico. Esse artigo foi submetido para publicacao
na revista South African Journal of Botany. Para o cumprimento do terceiro objetivo especifico,
produziu-se o Capitulo III e o artigo intitulado “Influence of Baccharis trimera essential oil on

type II diabetes mellitus”, que ainda sera submetido.
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REVISAO DA LITERATURA

DIABETES MELLITUS

A Diabetes Mellitus (DM) ¢ uma doenca metabolica decorrente da falta de insulina e/ou
da incapacidade desta em exercer adequadamente seus efeitos. A insulina ¢ um polipeptideo,
produzido pelas células B-pancreaticas, responsavel pela regulacao da glicemia; seus efeitos
estdo relacionados, por exemplo, ao aumento da captacdo de glicose sanguinea pelos diferentes
tecidos corporais (De Maria; Moreira & Marcilio, 2011).

Trata-se de uma patologia grave e de alta prevaléncia mundial. Dados do primeiro
relatorio global da Organizagdo Mundial de Satide (OMS) apontaram que de 1980 a 2014 o
numero de adultos vivendo com a diabetes quadruplicou, alcangando a marca de 422 milhdes
de pessoas em todo o mundo. A expectativa ¢ que em 2030 a diabetes atinja aproximadamente
438 milhdes de pessoa (OMS, 2016). O aumento da prevaléncia da diabetes foi marcante em
paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento quando comparado aos paises desenvolvidos
(OMS, 2016). No Brasil, dados da Pesquisa Nacional de Saude (PNS), realizada em 2019,
revelaram que 12,3 milhdes de pessoas acima dos 18 anos foram diagnosticadas com a diabetes,
o que correspondeu a 7,7% da populagdo brasileira (IBGE, 2019; Muzy, et.al., 2021).

De forma classica, a diabetes pode ser classificada em diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e
diabetes mellitus tipo 2 (DM2). A DM2 ¢ mais comum em individuos acima dos 40 anos e
corresponde a 90% dos casos de diabetes diagnosticados. Esse tipo de diabetes ¢ caracterizado
por um quadro de resisténcia a insulina que pode estar associado a fatores genéticos, idade do
individuo, qualidade da dieta, niveis de atividade fisica, doengas pancreaticas ou enddcrinas e
ao uso de certos medicamentos, como os esteroides. Ressalta-se ainda que a obesidade,
distirbio metabolico crescente na atualidade, exerce forte influéncia no quadro de resisténcia a
insulina e no desenvolvimento da DM2. A obesidade ¢ uma “epidemia” global caracterizada
pelo acimulo excessivo de gordura corporal (Rodacki, et.al. 2022). No Brasil, dados da PNS
revelaram que 60,3% da populagdo acima dos 18 anos estava com excesso de peso e que 25,9%
deste grupo etario ja apresentava obesidade (IBGE, 2019).

Com o aumento do tecido adiposo associado a condi¢do de obesidade, ha aumento da
producao de citocinas pro-inflamatdérias e de acidos graxos saturados ndo esterificados

circulantes. Esses processos geram um quadro cronico de inflamagdo e provocam a ativagao de
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certas proteinas quinases que interferem na cascata de sinalizacdo comandada pela insulina,
causando a resisténcia dos tecidos a a¢ao desse hormonio (Santos; Ferrianei & Mill, 2021).

O aumento de casos de obesidade e, consequentemente, da DM2 nas tltimas décadas pode
ser associado as mudancgas no padrdo de alimentacao, diminui¢cdo da atividade fisica e maior
sucetibilidade genética (Figueiredo, et. al., 2021). O diagnostico e monitoramento da DM?2
englobam a dosagem da glicemia em jejum, glicemia casual, teste oral de tolerancia a glicose,
hemoglobiana glicada e glicose pos-prandial (Cobas, et.al., 2022).

A sintomatologia da DM2 ¢ bastante complexa e envolve diferentes mecanismos
fisiologicos. Como dito anteriormente, essa doenga ¢é caracterizada por um quadro de resisténcia
a insulina, onde a captagdo da glicose pelas células fica prejudicada. A consequéncia deste
quadro ¢ a hiperglicemia cronica, principal manifestacio da doenca. Em decorréncia da
hiperglicemia ocorre o surgimento dos outros sintomas classicos da diabetes: poliuria,
polidipsia e polifagia (SBD, 2019).

A DM2 pode levar a manifestagdo de complicacdes agudas e cronicas. Dentre as
manifestagdes agudas pode-se citar a sindrome hiperglicémica pura ou nao-cetdsica, a
cetoacidose diabética e a hipoglicemia. Ja as complicacdes cronicas da DM?2 estdo relacionadas
as manifestacOes microvasculares, como retinopatias, nefropatias e neuropatias, apresentando
uma estreita relacdo com a cegueira e insuficiéncia renal. As manifestacdes macrovasculares
também sdo freqlientes e estdo associadas a aterosclerose, ao infarto, a gangrena e ao acidente
vascular cerebral (AVC). As complicagdes macrovasculares podem levar ao desenvolvimento
da doenga diabética vascular periférica, comumente associada aos pés diabéticos e casos de
amputagdo. Tais complicagdes sao decorrentes da glicagdo de proteinas, desequilibrio do estado
redox celular, ativagdo da via dos polidis e alteragcdes hemodinamicas (Muzy, et.al., 2021; SDD,
2019).

O aumento da glicemia pode favorecer, através de um conjunto de reagdes ndo enzimaticas,
a geracdo dos AGEs (Advanced Glication End-Products — Produtos Finais de Glica¢do
Avangada). Estes compostos sdo capazes de interagir com o endotélio vascular, diminuindo sua
elasticidade, alterando suas fung¢des vasodilatadoras e causando um processo inflamatorio.
Estas alteracdes endoteliais sdo as responsdveis por parte das complicagdes vasculares
associadas a DM2. A hiperglicemia caracteristica da DM2 também pode favorecer a formagao
de espécies reativas de oxigénio (ROS - Reactive Oxygen Species), o que tem potencial para
aumentar a inflamagao. A ativa¢do da via dos poliois em decorréncia da hiperglicemia também

¢ uma manifestagdo frequente na DM2. Através dessa via metabdlica a glicose ¢ reduzida a
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sorbitol pela enzima aldose-redutase, principalmente em nervos e olhos, podendo levar a
catarata diabética e neuropatias. As alteracdes hemodinamicas relatadas na DM2 referem-se
principalmente ao comprometimento da filtracdo glomerular (SBD, 2019; Amorim, et. al,
2019).

O tratamento da DM2 ¢ baseado no controle dos niveis glicémicos, evitando o surgimento
das complicagdes cronicas da doenga; para isso, apoia-se em trés pilares: dieta, pratica de
atividade fisica e uso de medicamentos. Em relagdo ao primeiro pilar, recomenda-se uma dieta
hipocaldrica, com elevado teor de fibras, sendo necessario evitar alimentos com alto indice
glicémico e industrializados (Aratjo, et al,. 2000; SBD, 2019; Figueiredo, et, al., 2021). A
atividade fisica também ¢é parte importante do tratamento, pois melhora a sensibilidade a
insulina. Vale ressaltar que o nivel de exercicio varia entre os individuos e deve ter o respaldo
de um profissional capacitado, que leve em consideragdo as complica¢des decorrentes da DM?2.
A terapia medicamentosa consiste no uso de diferentes classes de hipoglicemiantes orais e, em
alguns casos, de insulina exogena (Aragjo, et al,. 2000; SBD, 2019; Figueiredo, et, al., 2021).

Por se tratar de uma doenca crénica e com desdobramentos graves, a diabetes impacta de
forma significativa ndao sé no orcamento familiar, como também nos gastos associados ao
sistema de saude. Com base nas diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD) referentes
aos anos de 2019 e 2020, estima-se que em 2040 os gastos com o tratamento da DM cheguem
a US$ 29 bilhdes. As despesas com o tratamento ambulatorial de individuos com diabetes no
Sistema Unico de Satde (SUS) em 2015 foram de US$ 2.108 e a tendéncia é que nos proximos
anos este montante aumente (SBD, 2019).

Além dos custos econdmicos da diabetes, devemos considerar que se trata de uma doenga
com impacto intangivel na vida das pessoas e de seus familiares, comprometendo de forma
severa a qualidade de suas vidas. As complicagdes cronicas da diabetes podem tornar o
individuo incapacitado para o trabalho ou com limitagdes em seu desempenho profissional, o
que impacta diretamente na autoestima do individuo e aumenta os gastos do sistema publico de
saude e com aposentadorias precoces (SBD, 2019).

Considerando o alto custo do tratamento da DM2, cada vez mais se faz necessario o
desenvolvimento de terapias alternativas para o controle da doenga. Neste contexto, o uso de
plantas medicinais torna-se uma alternativa interessante. Trata-se de um habito incorporado as
mais variadas culturas e que se fundamenta em diferentes efeitos terapéuticos associados a estes
produtos. Dentre as ervas que podem ser potencialmente utilizadas para o tratamento da DM2

estdo as espécies pertencentes ao género Baccharis, conhecidas como carquejas.
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Baccharis trimera

Dentre as espécies vegetais amplamente utilizadas pela populagdo para o tratamento da
diabetes figuram as do género Baccharis, conhecidas com a denomina¢do de carquejas. No
Brasil, estdo descritas cento e vinte espécies de Baccharis distribuidas majoritariamente na
regido sul; destas, apenas cerca de trinta tiveram suas atividades bioldgicas estudadas (Barroso,
1976; Verdi; Brighente & Pizzolatti, 2005). Essas espécies tém porte arbustivo, com altura entre
0,5 e 4,0 metros. Esses arbustos sdo bem ramificados na base e possuem caules e ramos verdes
com expansoes trialadas. As inflorescéncias sdo do tipo capitulo, dispostas lateralmente nos
ramos, ¢ apresentam coloracao esbranquigada (Lorenzi & Matos, 2002).

Dentro do género Baccharis, a espécie mais importante e amplamente estudada € a carqueja
amarga, conhecida cientificamente como Baccharis trimera (Less.) DC ou Baccharis
genistelloides var. trimera (Less.) Baker (Borella et al., 2006). No Brasil, as amostras de
carqueja comercializadas no varejo, embaladas em sacos plasticos ou em caixas contendo
sachés para a confecgdo de chés, sao normalmente designadas como pertencentes a essa espécie
(Baccharis trimera). Essa erva faz parte da Relagao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
ao SUS (RENISUS), na qual figuram as espécies vegetais com potencial para o desenvolvimento
da cadeia produtiva a fim de gerar produtos de interesse ao SUS (Sistema Unico de Satde)

(Brasil, 2006). A Figura 1 apresenta a Baccharis trimera.

Figura 1: Carqueja amarga (Baccharis trimera)
Fonte: http://agronomoalcimar.blogspot.com/2014/09/carqueja-baccharis-trimera.html
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Embora muito utilizada popularmente, ressalta-se que diferentes espécies semelhantes
morfologicamente sao denominadas de carqueja e que este fato ¢ potencialmente perigoso para
quem as consome (Simoes-Pires et al., 2005; Dresch et al., 2006). Corroborando com esta
afirmativa, um estudo com diferentes espécies do género Baccharis demonstrou que os extratos
de B. coridifolia, B. megapotamica, B. spicata, B. dracunculifolia, B. leucopapa e B. patens
apresentaram sinais de toxicidade, que foi verificada de acordo com o nimero elevado de
camundongos mortos apds a ingestdo dos extratos. Outras espécies como B. uncinella, B.
tridentata, B. articulata e B. usterii ndo apresentaram efeitos toxicos significativos para
provocarem a morte dos animais de estudo (Sebold & Bianchi, 1997).

Outra espécie do género muito confundida com a carqueja amarga € a B. coridifolia, que
apresenta grande toxicidade e pode causar lesdes necroticas no tubo gastrointestinal e em
tecidos linfoides, podendo inclusive provocar morte (Varaschin et al., 1998; Dresch et al.,
2006). A Baccharis myriocefala também ¢ uma espécie comumente confundida com a
Baccharis trimera por conta de sua semelhanga morfologica, porém bem menos estudada.
Efeitos nocivos desta espécie ndo sdo referenciados na literatura.

O uso medicinal da carqueja data de 1931, onde a infusdo de suas folhas era indicada
para o tratamento da esterilidade feminina e da impoténcia sexual masculina, além de sua
infusdo possuir propriedades tonicas, febrifugas e estomaticas (Lorenzi & Matos, 2002). Além
das propriedades terapéuticas citadas, diferentes estudos apontam os beneficios do uso da
infusdo de carqueja amarga para o tratamento de problemas hepaticos, disfun¢des estomacais e
intestinais, para diabetes, obesidade e reumatismo (Soicke & Leng-Peschlow, 1987; Auler,
2004). Destaca-se ainda a acao anti-inflamatoria (Gené, Marin & Adzet, 1992) e antimicrobiana
(Bara & Vanetti, 1998), hipoglicemiante (Xavier, Peckolt & Canali, 1967; Oliveira et al., 2005;
Dickel, Rates & Ritter, 2007), anti-helmintica, contra anorexia, gripe, resfriado, assim como
para o tratamento de feridas e ulceracdes, entre outras funcdes (Dresch et al., 2006).

Tais propriedades sdo associadas a uma composi¢do quimica rica em compostos
fenolicos, tais como hispidulina, rutina, eupatorina, luteolina, nepetina, cirsimaritina, cirsiliol,
apigenina, eriodictiol, = 5-OH-3’,4’,6,7-tetra-metoxi-flavona,  quercetina, 4,4’-di-O-
metilapigenina,  3-O-metilquercetina,  5,6-di-hidroxi-7,3’,4’-trimetoxi-flavona,  acido
cumaroilquinico, acido 3,5-di-O-cafeoilquinico, acido 3,4-di-O-cafeoilquinico, acido 4,5-di-O-
cafeoilquinico, acido 5-O-feruloilquinico, &cido 3-O-isoferuloilquinico, &acido 5-O-

isoferuloilquinico, 6(8)-C-furanosil-8(6)-C-hexosil-flavona e 6(8)-C-hexosil-8(6)-C-furanosil-
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flavona (Soicke & Leng-Peschlow, 1987; Gené et al., 1996; Borella et al., 2006; Baffa & Rocha,
2010; Aragjo et al., 2016).

Os compostos fenolicos sdo encontrados em abundancia nos alimentos de origem vegetal e
apresentam potencial atividade antioxidante e propriedades antitumoral, antiviral e bactericida.
Além destas propriedades, destaca-se a contribuicdo deste grupo para a reducdo das
concentragdes de colesterol total e LDL-colesterol e acgdo anti-inflamatéria, o que ¢
especialmente interessante para o tratamento de DM2 (Vargas & Bellaver, 2022). Além disso,
a acdo isolada de alguns destes compostos frente aos niveis de glicemia também se mostrou
promissora. Wang e colaboradores (2010) demonstraram que a quercitina, ja identificada na B.
trimera, ¢ um inibidor potente da enzima a-glicosidase, o que reforga a utilizagao desta espécie
para o tratamento da diabetes como um agente hipoglicemiante.

Além da infusdo, o dleo essencial de carqueja amarga possui compostos aos quais ja foram
atribuidas importantes atividades farmacologicas, tais como a¢ao miorrelaxante, antidepressiva,
anti-inflamatoria, ansiolitica, hipotensiva, hipocolesterolémica etc. (Dresch et al., 2006; Karam
et al., 2013). Esses compostos pertencem ao grupo dos compostos terpénicos, que ¢ constituido
de metabolitos vegetais originarios da condensagdo de unidades isoprénicas. Até o momento,
56 compostos terpénicos ja foram identificados na fragdo volatil das folhas de Baccharis
trimera (Tabela 1). De acordo com sua estrutura quimica, esses compostos podem ser
classificados em quatro grupos: monoterpenos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos e
sesquiterpenos oxigenados. A distribui¢do dos compostos ja identificados no 6leo essencial da

carqueja amarga nestas classes esta descrita na Figura 2.
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= Sesquiterpenos = Sesquiterpenos Oxigenados = Monoterpenos Oxigenados = Monoterpenos

Figura 2: Distribui¢do de compostos terpénicos identificados nos 6leos essenciais de Baccharis

trimera.

Fonte: Autora (2022)

Como podde ser verificado na Figura 1, os sesquiterpenos sdo 0s compostos

predominantes, representando 42,86% do contetido desses 0leos essenciais de carqueja amarga.

21



Tabela 1: Compostos terpénicos identificados nos 6leos essenciais de Baccharis trimera

Sesquiterpenos Sesquiterpenos Monoterpenos Monoterpenos Oxigenados
Oxigenados
Aromadendreno’3%78 B —Eudesmol>+>67 p-Cimeno* Acetato de carquejila’»>*>7
Biciclogermacreno!>3>78 Globulo]">38 Limoneno?*>¢ Acetato de nerila’
-Bisaboleno’ . .
p Guaiol! B-Mirceno!?>43 Borneol’
a-Cadineno®’ .
Ledol>3+>8 E-B-ocimeno!>3* Carenol’
-Cadineno'® - . .
¥ Oxido humuleno I'2 Trans-Ocimeno®’ Carquejol>>¢
3-Cadineno! .
Palustrol*>%7 a-Pineno!>* Trans-carveol®
a-Cadinol 2468 o .
Viridiflorol*>678 B-Pireno!>3436.7:8 Elemol*®
a-Calacoreno! . .
Sabineno >3 Epiglobulo] >3

B-Cariofileno®367:8

a-Copaeno'®
B_Elemen01,2,3,4,5,6,7,8
a-Germacreno®
Germacreno-B?
Germacreno-D'-3368
3-Guaieno®
Trans-B-guaieno!
v-Gurjuneno?
3-Gurjuneno®
v-Himachaleno®
a-Humuleno!3%8
y-Muuroleno'3
Oxido cariofileno'*3

a-Selineno?

B-Selineno'+#

y-Terpineno™?

a-Tujeno*

Epi-o-muurolol*
Espatulenol!-3#367:8
Geranial’®
Mirtenol!

Neral3
134

a-Terpineo

Terpinen-4-ol*

1 - Garcia, 2013; 2 - Simdes—Pires et al., 2005; 3 - Couto, 2014; 4 - Trombin-Souza et al.,2017, 5 - Santo et al.,
2014; 6 - Mossi et al., 2015; 7 - Amaral et al., 2010; 8 - Della Torre, 2013.

Fonte: Autora (2022)



A literatura aponta que os 0leos essenciais sao obtidos a partir das partes areas da planta
e o processo para obtencao destes 6leos ¢ a hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger. J4 a
quantificagdo e identificagdo dos compostos terpénicos tém sido realizadas com o auxilio das
técnicas de cromatografia gasosa com detector de ionizagdo em chama (CG/DIC) e/ou
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) (Simdes-Pires et.al., 2005;
Amaral et al., 2010; Della Torre, 2013; Garcia, 2013; Couto, 2014; Santo et al., 2014; Mossi et
al., 2015; Trombin-Souza et al, 2017).

Dentre os compostos listados na Tabela 1, alguns merecem destaque por seu percentual
na composicao do 6leo essencial, sua frequéncia de ocorréncia nesta espécie e sua bioatividade.

Estes compostos estao descritos na Tabela 2.

Tabela 2: Concentragdo e propriedades farmacologicas dos principais compostos terpénicos do

oleo essencial de Baccharis trimera

Composto | % oleo essencial | Propriedade Farmacolégica
SB-pineno 0,72 —23,41:234567  Atividade miorrelaxante; antimicrobiana; antidepressiva;
antiespasmodica; anti-inflamatoria; ansiolitica,
anticonvulsante e hipotensiva®®1%!!
Limoneno 2,03 — 5,91267 Atividade antibacteriana; atividade antifingica; atividade
antitumoral; atividade acaricida; atividade

inseticidal2,13,14,15,16,17

Carquejol 0,4 — 73,64 Hipocolesterolémico'®

Germacreno-D 0,74 — 11,441234567 Inseticida contra mosquitos; repelente contra afideos e

carrapatos; acdo antibacteriana; fungicida?>232423

Espatulenol 0,54 — 10,631234567 Propriedades antibacterianas e moderada atividade
citotoxica'®
Ledol 2,29 — 4,657 Fungicida, anti-inflamatdrio?627-28
Globulol 1,83 — 6,913 Propriedade fungistatica®
Acetato de carquejila 19 — 60,527 Nd

B-elemeno 0,15 —1,831%367 Atividade antiproliferativa em células HeLa em
humanos, atividade antioxidante?'
Biciclogermacreno 0,15 —20,92 1:23:567 Nd
Aloaromadendreno 0,23 —2,06>%° Nd
Palustrol 5,48 —11,16%%7 Nd
Viridiflorol 1,15 — 4,22%567 Nd
J-cadineno 0,26 — 6,44>>6 Nd
a-cadinol 1,39 - 3,34356 Fungicida?®!
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Nd- Nio determinado Couto, 2014!; AmaraL et al., 2010%; Garcia, 20133; Paroul, 2016%; Della Torre, 2013°; Mossi
etal.,2015% Santo et al., 20157; Silva et al.,2013%; Guzman-Gutiérrez et al., 2012°; Almeida et al.,2003'%; Menezes
et al.,2009""; Kim; Marshall; Wei, 1995'%; Arruda et al., 2006'3; Ibrahim ef al., 2001'%; Vandersen et al., 2014'3;
Aggarwal ; Shishodia, 2006'%; Uedo et al., 1999'7; Abreu, 1994'%; Limberger et al., 2004'%; Aleu, 2001?°; Gong et
al., 2015%'; Noge; Becerra, 2009?%; Sahin et al., 2004%3; Zarai et al., 2011?*; Simdes-Pires et al., 2005%; Baananou
et al.,2014%°; Pinheiro et al.,2011%7; Kaplan et al., 2000?

Fonte: Autora (2022)

Como foi possivel verificar na Tabela 2, os compostos terpénicos predominantes no 6leo
essencial da carqueja amarga sdo o carquejol e o acetato de carquejila. O carquejol,
administrado em ratos de forma intraperitoneal, foi capaz de reduzir os niveis de colesterol
sanguineo de 5 — 10% (Abreu, 1994). Além disso, esse composto e seu éster (acetato de
carquejila) também sdo considerados marcadores quimicos importantes da Baccharis trimera
(Silva et al., 2013).

Outro composto relevante € o f-pineno que apresenta concentragdes elevadas no 6leo
essencial de carqueja amarga. Estudo conduzido por Santos e colaboradores (2022) demonstrou
que este composto, quando administrado por via oral em ratos diabéticos, apresentou efeitos
hipoglicémicos e hipolipénicos, além de ac¢do anti-inflamatoria potente (Santos, et.al, 2022).

O germancreno D e o espatulenol também apresentaram percentuais significativos no
6leo essencial de carqueja amarga. A ambos os compostos sdo atribuidas principalmente
atividades antibacterianas (Becerra, 2009; Sahin et al., 2004; Zarai et al., 2011). Os compostos
palustrol e biciclogermancreno também foram encontrados em concentragdes importantes em
alguns dos estudos disponiveis na literatura (vide Tabela 2).

Como visto, a composi¢ao terpénica da Baccharis trimera € bastante rica e parte destes
compostos pode ser associada a efeitos bioldgicos importantes que ajudam a explicar as
propriedades terapéuticas atribuidas a esta matriz. Estudos que visam caracterizar
quimicamente esta matriz tornam-se relevantes por possibilitarem a identificacao da planta de
maneira inequivoca, a detec¢ao de fraudes e um uso mais consciente deste tipo de planta pela

populagdo.
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CAPITULOTI:

Avaliacdo do perfil quimico e dos potenciais antioxidante e toxicolégico dos oleos

essenciais de amostras de Baccharis trimera comercializadas em sachés.

Evaluation of the chemical profile and antioxidant and toxicological potential of essential oils

from Baccharis trimera samples sold in sachets.

Evaluacion del perfil quimico y potencial antioxidante y toxicoldgico de aceites esenciales de

muestras de Baccharis trimera vendido em bolsitas.
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A carqueja amarga (Baccharis trimera) possui amplo uso na medicina alternativa e na fitoterapia. Os componentes

do 6leo essencial de suas folhas t€m potencial para figurarem entre os principios ativos mais importantes dessa

erva e alguns deles também podem funcionar como marcadores quimicos da espécie. Sendo assim, o objetivo do

presente estudo ¢ estabelecer a composi¢do quimica e avaliar o potencial toxicoldgico e a capacidade antioxidante
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dos o6leos essenciais de amostras de carqueja comercializadas na cidade do Rio de Janeiro na forma de sachés,
comparando os resultados com os obtidos para dleos essenciais de referéncia para essa espécie. Os 6leos essenciais
dessas amostras em sachés foram isolados por hidrodestilagdo e analisados através de técnicas cromatograficas
(CG/DIC e CG/EM), espectrofotométricas (DPPH) e pelo teste com Artemia salina. Nesse estudo, 41 compostos
foram identificados nos dleos essenciais analisados. Os compostos terpénicos foram os majoritarios e apenas o
acetato de carquejila, o palustrol, o espatulenol e o f-eudesmol foram detectados em todas as amostras avaliadas.
A variabilidade quimica dos 6leos essenciais das amostras de sachés dificultou a avaliacdo de sua autenticidade.
Os potenciais antioxidantes de todos os 6leos essenciais avaliados mostraram-se bem inferiores as capacidades
antioxidantes medidas para os controles positivos de rutina e 4cido gélico (Clso-0,093 mg mL"! e 0,0085 mg mL"
!, respectivamente). Todos os Oleos essenciais analisados podem ser classificados como citotoxicos com base no
teste de toxicidade com Artemia salina.

Palavras-chave: Baccharis trimera; sachés; 0leos essenciais; toxicidade; bioatividade.

Abstract

The bitter carqueja (Baccharis trimera) is widely used in alternative and herbal medicine. The essential oil
components of its leaves could be included among the most important active principles of this herb and some of
them can also be used as chemical markers of the species. Therefore, the aim of the present study is to establish
the chemical composition and evaluate the toxicological potential and antioxidant capacity of essential oils from
carqueja samples commercialized in Rio de Janeiro city as sachets, comparing these results with those obtained
for essential oils classified as reference for this species. The essential oils from these sachet samples were isolated
by hydrodistillation and analyzed by chromatographic techniques (GC/FID and GC/MS), spectrophotometric
techniques (DPPH) and by the Artemia salina test. In the present study, 41 compounds were identified in the
essential oils analyzed. Terpenic compounds were the majority and only carquejil acetate, palustrol, spathulenol
and B-eudesmol were detected in all the samples evaluated. The chemical variability of the essential oils in the
sachet samples turned difficult to assess their authenticity. The antioxidant potentials of all essential oils evaluated
were much lower than the antioxidant capacities measured for the positive controls of rutin and gallic acid (ICso =
0.093 mg mL-! and 0.0085 mg mL"!, respectively). All essential oils analyzed can be classified as cytotoxic agents
according to the Artemia salina toxicity test.

Keywords: Baccharis trimera; sachets; essential oils; toxicity; bioactivity.

Resumen

La carqueja amarga (Baccharis trimera) es muy utilizada en la medicina alternativa y fitoterapia. Los componentes
del aceite esencial de sus hojas podrian incluirse entre los principios activos mas importantes de esta hierba y
algunos de ellos también pueden usarse como marcadores quimicos de la especie. Por lo tanto, el objetivo del
presente estudio es establecer la composicion quimica y evaluar el potencial toxicologico y la capacidad
antioxidante de los aceites esenciales de muestras de carqueja comercializados en la ciudad de Rio de Janeiro en
forma de sobres, comparando estos resultados con los obtenidos para los aceites esenciales clasificados como
referencias para esta espécie. Los aceites esenciales de estas muestras de sobres fueron aislados por
hidrodestilacion y analizados por técnicas cromatograficas (CG/DII y CG/EM), técnicas espectrofotométricas

(DPPH) y por la prueba de Artemia salina. En el presente estudio, se identificaron 41 compuestos en los aceites
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esenciales analizados. Los compuestos terpénicos fueron mayoritarios y solo se detectaron acetato de carquejila,
palustrol, espatulenol y B-eudesmol en todas las muestras evaluadas. La variabilidad quimica de los aceites
esenciales en las muestras de los sobres hizo dificil evaluar su autenticidad. Los potenciales antioxidantes de todos
los aceites esenciales evaluados fueron mucho mas bajos que las capacidades antioxidantes medidas para los
controles positivos de rutina y acido galico (ICso = 0,093 mg mL"' y 0,0085 mg mL"!, respectivamente). Todos los
aceites esenciales analizados pueden clasificarse como agentes citotoxicos segtin la prueba de toxicidad de Artemia
salina.

Palabras clave: Baccharis trimera; bolsitas; aceites esenciales, toxicidad; bioactividad.

1. Introducio

As ervas sdo muito usadas pelo povo brasileiro para aliviar ou curar varias doencas,
como por exemplo, enfermidades renais, reumatismo e diabetes (Rodrigues et al., 2001). Como
exemplo de tais ervas podemos destacar as carquejas (género Baccharis). Esse género
pertencente a familia Asteraceae e contém aproximadamente 500 espécies distribuidas
principalmente no Brasil, Argentina, Colombia, Chile e México (Verdi et al., 2005). No
territorio brasileiro estdo descritas 120 espécies desse género distribuidas majoritariamente na
Regiao Sul (Barroso, 1976; Verdi et al., 2005).

Das espécies de carqueja conhecidas, somente 30 foram avaliadas quanto as suas
propriedades bioldgicas (por exemplo, potencial analgésico, antidiabético, anti-inflamatorio,
antioxidante, citotoxico e inseticida) (Karam et al., 2013). Dessas espécies, a Baccharis trimera
(Less.) DC, também conhecida como Baccharis genistelloides var. trimera (Less.) Baker,
merece destaque pelo grande potencial medicinal que apresenta (Borella et al., 2006). Essa erva
¢ conhecida popularmente como carqueja amarga e faz parte da lista RENISUS (Relagdo
Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS),na qual figuram as espécies vegetais com
potencial para o desenvolvimento de cadeia produtiva a fim de gerar produtos de interesse ao
SUS (Sistema Unico de Saude) (Brasil, 2008).

As diferentes espécies de ervas, entre elas a carqueja amarga, sao normalmente
comercializadas secas e inteiras pelo produtor. Elas sdo adquiridas por firmas atacadistas ou
por laboratorios. A partir destas espécies sdo produzidos remédios ou complementos
alimentares. Comercialmente, a apresentacao mais simples desses produtos naturais ¢ a forma
de sachés, na qual a erva seca e moida ¢ utilizada para a preparacao de infusdes.

O controle de qualidade exercido pela maioria das empresas brasileiras que trabalham
com plantas medicinais considera apenas as caracteristicas visuais das drogas que
comercializam, assim, os critérios que compdem o controle de qualidade sdo: intensidade da

cor, grau de fragmentagao e porcentagem de material estranho. No caso das plantas aromaticas,
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também o aroma ¢ considerado. Os critérios utilizados atualmente ndo costumam ser suficientes
para garantir a qualidade e a autenticidade dos produtos finais que sdo comercializados (De
Souza, Lionzo, & Petrovick, 2006). A avaliacao da composi¢do quimica de fragcdes especificas
dessas ervas, tal como seu 6leo essencial (fragdo volatil), pode ser um instrumento interessante
para garantir a identificacdo inequivoca das espécies e evitar fraudes.

Os oleos essenciais sdo conhecidos desde a antiguidade, época em que eram utilizados
como esséncias. Atualmente encontram aplicagdao em diferentes seguimentos industriais, como
o farmacéutico, de alimentos e de cosméticos. Esses dleos essenciais correspondem a misturas
complexas de compostos volateis (principalmente compostos terpénicos) extraidos das
glandulas secretoras de diferentes partes dessas plantas, como folhas e flores. Muitos desses
compostos possuem ac¢do farmacologica cientificamente comprovada e, também, potencial
toxico (Borges, & Amorim, 2020).

A carqueja amarga (Baccharis trimera) possui varios compostos terpénicos bioativos
em seu 6leo essencial: B-pineno, palustrol, ledol, espatulenol, carquejol, acetato de carquejila,
dentre outros (Amaral et al., 2010). O espatulenol, por exemplo, possui agdo citotoxica e
bactericida (Limberger et al., 2004). O B-pineno também possui agdo bactericida (Mariano et
al., 2019). O carquejol, administrado em ratos de forma intraperitoneal, foi capaz de reduzir os
niveis de colesterol sanguineo de 5 — 10% (Abreu, 2002). Além disso, esse composto
(carquejol) e seu éster (acetato de carquejila) também sdo considerados marcadores quimicos
importantes da Baccharis trimera (Silva et al., 2013).

Com tudo que foi exposto acima, fica facil entender a importancia de caracterizar as
ervas medicinais comercializadas no Brasil através da realizacdo de analises quimicas em
algumas de suas fragdes. Dessa forma, este trabalho tem como objetivo caracterizar
quimicamente os Oleos essenciais de amostras comerciais de carqueja amarga vendidas na

forma de sachés, avaliando seu potencial antioxidante e toxicologico.

2. Metodologia

AMOSTRAS

Foram obtidas cinco amostras comercializadas na forma de sachés sob a designagao de
Baccharis trimera, provenientes das principais marcas disponiveis em supermercados, lojas de
produtos naturais e farmécias na cidade do Rio de Janeiro. As amostras de cada uma dessas

marcas foram coletadas em trés diferentes pontos de comercializa¢do. Para cada marca, as
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amostras obtidas nos diferentes pontos de comercializagcdo foram reunidas e homogeneizadas
através do método do quarteamento (Viana; Avelar, 2010) para a obten¢do do material a ser
analisado. Todas as cinco marcas com as quais o trabalho foi desenvolvido (S1, S2, S3, S4 ¢
S5) eram comercializadas dentro de caixas com dez a quinze sachés contendo cada um cerca
de 1,0 g da erva. Dentro desses sachés, o material se apresentava seco e finamente moido.
Também foram obtidos dois frascos de 6leo essencial de carqueja amarga, ambos do
lote 0814, da empresa Lazlo Aromaterapia Ltda, Brasil. Os 6leos essenciais contidos nesses
frascos foram utilizados como referéncia para fins de comparagao com os 6leos essenciais que

foram obtidos das cinco amostras de carqueja amarga comercializadas na forma de sachés.

MATERIAIS

O solvente acetato de etila (99,9% de pureza) e os padrdes externos dos compostos
volateis [acido hexadecandico (99%), B-cariofileno (98,5%), limoneno (97%) e metil-eugenol
(98%)] foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, EUA). A mistura de alcanos
saturados de Co-Cz6, usada como marcadora de indice de retencdo, foi adquirida da Supelco

(Bellefonte, PA, EUA).

ISOLAMENTO DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS AMOSTRAS DE CARQUEJA

A extracdo dos oleos essenciais foi realizada por hidrodestilacio em aparelho tipo
Clevenger em um baldo de dois litros, contendo 70 g de amostra comercial e 700 mL de agua
destilada, por duas horas a uma temperatura de 100°C. Depois que a dgua foi eluida do aparelho
de Clevenger, o 0leo essencial foi captado através de lavagem com 10 mL de acetato de etila.
Apos eliminacao da dgua residual com sulfato de sddio anidro, esse solvente foi eliminado por
arraste com nitrogénio industrial. Os 6leos essenciais foram armazenados em temperatura de

cerca de - 4°C até a realizacao das analises (Souza et al., 2019).

CROMATOGRAFIA GASOSA COM DETECTOR DE IONIZACAO EM CHAMA
(CG/DIC)

As andlises de CG/DIC foram realizadas em um cromatografo GC-2010Plus (Shimadzu,
Japao). Os compostos volateis contidos nos 6leos essenciais foram separados em uma coluna
capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.1.) revestida de dimetil-poli-siloxano (100%), com
espessura de filme de 0,25 um (SPB-1, Supelco, EUA). A temperatura do forno cromatografico

foi programada inicialmente para permanecer a 60°C por cinco minutos. Depois, a temperatura
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aumentou de 60°C para 120°C a uma taxa constante de 2°C/minuto, sendo mantida por dez
minutos nessa ultima temperatura. Finalmente, a temperatura foi programada para subir
novamente a uma taxa de 5°C/minuto até a temperatura final de 230°C, na qual o forno foi
mantido por 30 minutos. A temperatura do injetor foi fixada em 230°C, enquanto a temperatura
do detector foi mantida em 240°C. O gas hélio foi usado como gas carreador em um fluxo de
1,0 mL minuto™!. As inje¢des dos 6leos essenciais foram realizadas em split de 1:20. Os indices
de retencao dos compostos na coluna foram estimados pelo método de Kovats modificado (Van
Den Dool; Kratz, 1963), com o auxilio da mistura de alcanos saturados mencionada
anteriormente (1.000 ug mL"' de cada componente em hexano). As concentragdes dos
compostos volateis dos 6leos essenciais foram estimadas com base na area percentual relativa
de seus picos cromatograficos em relacdo a 4rea total do cromatograma (método de

normalizagdo de area).

CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
(CG/EM)

As analises de espectrometria de massas por impacto de elétrons foram desenvolvidas
em um sistema de cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massas do tipo GC-
2010Plus/GCMS-QP2010 da Shimadzu (Japao). A coluna e as condi¢des cromatograficas
foram as mesmas descritas para as analises de CG/DIC. O espectrometro de massas operou em
uma voltagem de ionizag¢do de 70 eV, realizando varreduras nos fragmentos na faixa de 30 a
400 m/z, em ciclos de 3 décimos de segundo. As temperaturas da fonte de ions e da interface
com o CG foram mantidas em 240°C. A identificagdo dos espectros de massas dos compostos
em andlise baseou-se na comparagdo com os dados disponiveis nas bibliotecas NIST12.1ib e
NIST62.1ib, disponiveis no software gerenciador desse sistema de CG/EM. A identificacdo foi
complementada com a coelui¢do com padrdes externos disponiveis no laboratorio e pela

comparacao dos indices de Kovats calculados com aqueles disponiveis na literatura.

ANALISE DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE (Clso)

A metodologia usada para a analise do potencial antioxidante dos 6leos essenciais foi a
descrita por MIRANDA et al., (2016). Os 6leos essenciais foram diluidos em metanol nas
seguintes concentragdes: 10, 50, 100 e 200 pg mL™!. A atividade antioxidante foi determinada
apods a mistura de 167uL de cada solugdo com 1333 pL de solugdo de trabalho de DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil, Sigma, EUA), com absorbancia de 0,750 + 0,15 (volume total de 1,5
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mL). A absorbancia foi mensurada em espectrofotometro digital (EDUTEC EEQ-9023, Brasil)
no comprimento de onda de 515 nm, apos 60 minutos de reagdo. A Clso (concentragdo de 6leo
essencial que reduz o contetdo de radicais DPPHe em 50%) foi calculada através de uma curva
de regressao linear. A solugdo de trabalho de DPPH foi feita a partir de uma solugao estoque de

DPPH (0,4 mg mL™"). Acido galico e rutina foram utilizados como controles positivos.

TESTE DE TOXICIDADE AGUDA EM ARTEMIA SALINA

O teste de toxicidade aguda em Artemia salina foi realizado através da metodologia
adaptada de Nascimento et al. (2015). Uma solugao salina (d4gua do mar) foi filtrada e usada
como meio para a eclosdo dos ovos de 4. salina. Os ovos foram colocados para eclosdo na
solucao salina filtrada por 48 horas, com aeracdo constante, temperatura ambiente e com
iluminacao artificial (lampada do tipo LED branca). Para a execugao do teste, foram separadas
10 larvas de A. salina para cada tubo de ensaio. Em seguida, foram transferidas aliquotas de
100uL das solugdes (microemulsdes) de cada 6leo essencial em metanol para tubos de ensaio
que foram avolumados para 5 mL, com 4gua do mar filtrada. Os 6leos essenciais foram testados
em diferentes concentragdes: 5, 50, 100, 150, 200 e 300 pug mL'. Cada uma dessas
concentragoes foi testada em triplicata, sendo a contagem dos animais mortos e vivos realizada
apos 24 horas. O teste foi acompanhado de dois controles negativos, (1) somente dgua salina e
(2) 4gua salina adicionada de 100 pL de metanol, e de um controle positivo, com dicromato de
potéssio (K>Cr207). Foi feita uma curva de regressdo linear para o calculo da DLso (dose letal

capaz de provocar a morte de 50% da populagdo em estudo).

ANALISE ESTATISTICA

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software Graph Pad
Prism 6.0. A existéncia de diferencas estatisticas significativas (p < 0,05) entre os grupos, com
relagdo as concentragdes de alguns dos compostos volateis analisados, foi avaliada pelo
emprego do teste t paramétrico ndo pareado com correcao de Welch. Os dados de toxicidade e
de atividade antioxidante também foram avaliados da mesma forma para verificagdo da

existéncia de diferencas estatisticas entre os grupos (p < 0,05).
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3. Resultados e Discussao

Os compostos volateis constituintes dos 6leos essenciais comerciais usados como
referéncia (grupo 1) e dos dleos essenciais obtidos das amostras comerciais de carqueja
vendidas na forma de sachés (grupo 2) estdo listados na Tabela 1. O rendimento de extragao
dos 6leos essenciais do grupo 2 variou de (0,13 = 0,02) g por 100 g de amostra.

Dos 41 compostos listados na Tabela 1 como componentes dos 6leos essenciais das
amostras analisadas, cinco (5) apareceram exclusivamente nas amostras do grupo 1 e vinte e
cinco (25) exclusivamente em uma ou mais amostras do grupo 2. Apenas quatro compostos (4)
foram detectados em todas as amostras analisadas de ambos os grupos (acetato de carquejila,
palustrol, espatulenol e B-eudesmol). A andlise estatistica de varidncia mostrou diferenga
significativa (p < 0,05) entre os grupos 1 e 2 com relagdo apenas as concentragdes dos
compostos acetato de carquejila e espatulenol. O acetato de carquejila apresentou-se em maior
concentragdo no grupo 1, enquanto que a concentragao do espatulenol mostrou-se superior no
grupo 2.

Os compostos quimicos encontrados no grupo 1 foram classificados como
monoterpenos (4), monoterpenos oxigenados (2), sesquiterpenos (4) e sesquiterpenos
oxigenados (6). Ja os compostos do grupo 2 foram classificados como monoterpenos (2),
monoterpenos oxigenados (3), sesquiterpenos (8), sesquiterpenos oxigenados (18), derivados
de fenil propeno (2), cetona (1) e acidos graxos (2). Os compostos terpénicos representaram a
classe quimica de maior ocorréncia nos dois grupos, com dezesseis componentes no grupo 1

(100,00%) e trinta e um componentes no grupo 2 (86,11%).
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Tabela 1. Compostos volateis identificados nos 6leos essenciais usados como referéncia (grupo 1 - OR) e nos

6leos essenciais provenientes das amostras de B. trimera vendidas na cidade do Rio de Janeiro na forma de

sachés (grupo 2 - S).

Oleos essenciais de

Oleos essenciais obtidos das amostras contidas nos

referéncia sachés
Compostos IK | IKL [OR1| OR2 [(M+DP)% | S1 | S2 S3 S4 S5 [(M=DP)%
) | (%) @ | @) | @ | @ |
B-PinenoM®< 965 | 980! |3,55| 3,53 | 3,54+0,01 | — |[0061 | - 1 018 | - | 005+0,08
3-CarenoM®b< 1014 | 10142 [ 1,98 | 1,78 | 1,88+0,14 | — | -
LimonenoMab< 1015 | 10152 [ 2,06 | 1,92 | 1,99+0,10 | — | - — | 046 | -~ | 0,09+0.21
cis-B-OcimenoM®be 1034 | 1040' [ 2,82 | 2,64 | 2,73+0,13 | — | -
CarquejoIMObe 1134 | 1151 | 0,17 | 0,19 | 0,18+0,01 | 048 | 134 | 103 | o085 | —— | 0,74+0,52
DL-MentolMO:b 1151 | 11513 | --- 2,56 | --- — | 051+1,14
4-Fenil-2-butanona®:CAbe | 1152 | 1199% | - | - 050 | - | LOL | __ — | 0,30+045
Aneto]PFP-be 1220 | 1247> | — | - - | ILI8 | -1 007 | - | 225+499
Acetato de carquejilaMo®c | 1277 | 12934 | 47,7 | 51,09 | 49,40 +2,40% | 3,80 | 482 | 3,64 | 224 | 042 | 3,10+ 1,66
Metil-eugenolPPPCAabe | 1363 | 1360! | --- | --- - | 203 | - | 009 | 0,13 | 0,45+0,88
B-ElemenoS®e 1375 | 1384' | 4,61 | 4,66 | 464004 | —— | 033 | -— | 033 | 0,10 | 0,15+0,17
CariofilenoS®b< 1400 | 14093 | - | - = 1 0,63 | 142 1 1923 | 048 | 0,75+0,58
Desidroaromadendreno®®c | 1429 | 14343 | - | - L4 | - = | 0,80 | -- | 039+0,54
B-CopaenoSb< 1459 | 14607 | 424 | 3,58 | 391047 [ — | -
(+)-LedenoS: b 1463 | 14782 | — | - 124 | 129 | - | 0,56 | 037 | 0,69+0,56
ElixenoSb< 1488 | 14883 [ 2,50 | 2,13 | 2324026 | — | -
B-BisabolenoS* 1492 | 14923 | - | - 1,04 | 048 | - — | 0,96 | 0,50+0,50
(-)-B-CadinenoS®* 1502 | 15092 | 1,05 | 0,87 | 0,96+0,13 | 1,54 | 106 | L17 | 102 | -~ | 0,96+0,57
a-CalacorenoS* 1514 | 1517 | — | - 1,05 1 027 | - | 041 | 0,19 | 0,38+0,40
ElemolS0b< 1530 | 15345 [ 0,68 | 0,62 | 065004 | — | -
PalustrolSO:b< 1551 1550° | 8,17 | 7,89 | 8,030,200 |13.15] 839 | 6,09 | 454 | 520 | 7,47 +3,49"
Espatulenol SO0« 1561 15722 | 03 | 0,32 | 0,31+0,01¢ | 1,65 | 10,64 | 16,49 | 1270 | 23,39 | 12,97 +7,98"
EpiglobulolS©-b< 1571 15783 [ 3,03 | 2,83 | 293+0,14 | — | - — [ 227 [ — [ 045+1,02
ViridiflorolS0b< 1575 1578% | — | - — [ 12,06 | — [ 049 [ 081 [ 2,69+530
Oxido de Cariofilenos®c | 1578 | 15792 | — | --- 11,141 046 | 2,62 | 121 | 239 | 3,56+4,32
GlobulolS0-b< 1579 | 15812 | — | - 3721 021 | 410 | 023 | 24,10 | 6,47 + 10,03
LedolSO:be 1580 | 15822 | 2,14 | 1,95 | 2,05+0,13 | 4069 | 445 | 6,62 | 310 | - | 3,77+245
I‘s‘fl’oiéiof'o‘i;f;ﬁc 1590 | 1544' | — | - — | 110 | — | 022+049
Cubenol*0®< 1600 | 16043 | — | - — 1059 [ 1,94 [ 2,10 [ 0,80 [ 1,09+0,90
aloaron(l)ai((;;:ir(l)d(iZn0SO"”C 1602 | 1595* | - - - b - 146 o - 0,52:+0,72
CedrenolSOb< 1603 | 1604' | — | - 1231 — | 194 | . — | 0,63£0,90
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L opdadade 1606 | 15122 | | - 119 | — | LI8 | 165 | 059 | 092064
WidrolS0b¢ 1610 | 15973 | — | — — | 210 | — | 0424094
tau-CadinolS:b< 1612 | 1614> | — | - - o | L2600 — | 0,25+0,56
a-AcorenolS0b< 1617 ] 1616* | — | - — 0471 | - — | 1,69 | 043+0,73
B-EudesmolSOb< 1622 | 1622° | 3,67 | 3,93 | 3,8+0,18¢ [ 401 | 396 | 415 | 285 | 298 | 3,59+ 0,62
7-Muurolo]S0-b< 1629 | 1628 | - | - - | 226 | 181 — | 081+1,13
LongifolenaldeidoSObc | 1646 | 1631 | --- | - 2411 1,06 | 197 | __. — | 1,09+ 1,11
trans-LongipinocarveolS0®< | 1656 | 16343 | - | - - 220 0,35 | 0,51+0,96
Acido hexadecandicoA94b< | 1968 | 19683 | --- | --- 5191694 1 392 | 585 | 473 | 533+1,14
Acido Linoleicorb¢ {2119 | 21153 | — | - == | 2,03 1 099 | 227 | 1,10 | 1,28+0,91

a - identificado por coeluigdo com compostos volateis padrdes; b - identificado pelos dados de espectrometria de massas; ¢ - identificado
pela comparagéo do indice de kovats calculado com o indice de Kovats tedrico (literatura); IK — indice de Kovats modificado (Van
Den Dool, & Kratz, 1963); IKL—- indice de Kovats da literatura; OR1 — 6leo essencial comercial 1 de referéncia; OR2 — 6leo essencial
comercial 2 de referéncia; S1 — dleo essencial obtido a partir da amostra 1 comercializada na forma de saché; S2 — 6leo essencial obtido
a partir da amostra 2 comercializada na forma de saché; S3 — dleo essencial obtido a partir da amostra 3 comercializada na forma de
saché; S4 — dleo essencial obtido a partir da amostra 4 comercializada na forma de saché; S5 — dleo essencial obtido a partir da amostra
5 comercializada na forma de saché; M — Monoterpeno; MO — Monoterpeno oxigenado; S — Sesquiterpeno; SO — Sesquiterpeno
oxigenado; CE — cetona; CA — composto aromatico; DFP — derivado de fenil propeno; AG — acido graxo;. Em uma mesma linha,
valores médios com letras gregas diferentes sdo estatisticamente distintos (p < 0,05). Fontes de obteng@o dos valores de IKL: 1 —
Pherobase; 2 - NIST; 3 — PubChem; 4 —Simdes-Pires et al., 2005; 5— ChemSpider.

Fonte: Autores (2022).
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As Tabelas 2 e 3 mostram os cinco compostos de maior concentragdo em cada uma das
sete amostras analisadas. Dos compostos majoritarios dos 6leos essenciais de referéncia (grupo
1), apenas o B-copaeno nao foi detectado em nenhum dos 6leos essenciais obtidos das amostras
comercializadas na forma de sachés (grupo 2). O B-elemeno também s6 foi detectado em trés
dos cinco 6leos essenciais do grupo 2. Os demais compostos majoritarios do grupo 1 (acetato
de carquejila, palustrol e B-eudesmol) estavam presentes em todas as amostras do grupo 2, com
destaque para o palustrol e o -eudesmol. O palustrol apareceu como um dos cinco compostos
majoritarios de todas as amostras do grupo 2 e o B-eudesmol figurou entre os cinco majoritarios

de quatro das cinco amostras desse segundo grupo.

Tabela 2. Compostos majoritarios dos 6leos essenciais de carqueja amarga OR1, OR2, S1

e S2
OR1 (%) OR2 (%) S1 (%) S2 (%)
Acetato de Acetato de 51,0 12,16
carquejila 47,7 carquejila 9 Palustrol 13,15 Viridiflorol
Oxido de 11,18
Palustrol 8,17 Palustrol 7,89 cariofileno 11,14 Anetol
Acido 10,64
B-Elemeno 4,61 B-Elemeno 4,66 | Hexadecanoico 5,19 Espatulenol
B-Copaeno 4,24 B-Eudesmol 3,93 Ledol 4,69 Palustrol 8,39
Acido 6,94
B-Eudesmol 3,67 B-Copaene 3,58 B-Eudesmol 4,01 Hexadecanoico

ORI1 - 6leo essencial comercial 1 de referéncia; OR2 — 6leo essencial comercial 2 de referéncia; S1 — dleo
essencial obtido a partir da amostra 1 comercializada na forma de saché; S2 — 6leo essencial obtido a partir da
amostra 2 comercializada na forma de saché.

Fonte: Autores (2022).

Tabela 3. Compostos majoritarios dos 6leos essenciais de carqueja amarga S3, S4 e

S5
S3 (%) S4 (%) S5 (%)
Espatulenol 16,49 Espatulenol 12,70 Globulol 24,10
Acido
Ledol 6,62 Hexadecanoico 5,85 Espatulenol 23,39
Palustrol 6,09 Palustrol 4,54 Palustrol 5,20
Acido

B-Eudesmol 4,15 Ledol 3,10 hexadecanodico 473
Globulol 4,10 B-Eudesmol 2,85 B-Eudesmol 2,98

S3 — 6leo essencial obtido a partir da amostra 3 comercializada na forma de saché; S4 — dleo essencial
obtido a partir da amostra 4 comercializada na forma de saché; S5 — dleo essencial obtido a partir da
amostra 5 comercializada na forma de saché.

Fonte: Autores (2022).

O carquejol e o acetato de carquejila sdo considerados marcadores quimicos da espécie
Baccharis trimera (Silva et al., 2013). A presenca desses dois compostos costuma ser

interpretada como um forte indicativo de que as amostras de carqueja sdao da espécie Baccharis
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trimera. Analisando a Tabela 1, ¢ possivel perceber a presenca em baixas concentragdes de
carquejol nos 6leos essenciais do grupo 1 (referéncia) e, também, nos 6leos essenciais de quatro
das cinco amostras do grupo 2. J& o acetato de carquejila, presente em altas concentragdes nos
Oleos essenciais de referéncia (grupo 1), foi encontrado nos dleos essenciais de todas as
amostras do grupo 2, porém em concentragdes bem menores (p < 0,05) do que no grupo 1.
Nesse contexto, seria interessante avaliar a presenca de outros marcadores quimicos, como por
exemplo a 3-o-metil-quercitina, para concluir de forma mais precisa se as amostras
comercializadas como sachés (grupo 2) sdo realmente auténticas, ou seja, se sdo Baccharis
trimera (Beltrame et al., 2009). Essas diferencas podem estar associadas a variagdes nas
condi¢des edafoclimaticas as quais as plantas foram submetidas durante seu desenvolvimento,
a variagdes de processamento e, até mesmo, a mistura dessas amostras com outras espécies de
plantas. Isso poderia explicar a presenga de compostos incomuns a carqueja amarga como, por

exemplo, o DL-mentol na amostra S1 e o anetol nas amostras S2 e S4.

Tabela 4. Atividade antioxidante e potencial toxicoldgico dos 6leos essenciais usados como
referéncia (grupo 1) e dos Oleos essenciais provenientes das amostras de B. trimera vendidas
na cidade do Rio de Janeiro na forma de sachés (grupo 2)

Parimetros analisados Grupo 1 Grupo 2
Clso(mg mL™) 123,07 £ 20,72° 31,34 +9,82°
DLso(ug mL™") 22,80+ 0,28 12,74 + 0,05°

Clso — concentracao de solugdo metanolica de dleo essencial capaz de reduzir o radical livre DPPH" em 50%;
DLso — dose letal de solugdo metanolica de 6leo essencial capaz de matar 50% da populagdo testada; em uma
mesma linha, valores marcados com letras diferentes sdo estatisticamente distintos (p < 0,05).

Fonte: Autores (2022).

Os valores médios de Clso (concentragdao de oleo essencial capaz de reduzir o radical
livrte DPPH- em 50%) dos oOleos essenciais estdo listados na Tabela 4. Nao houve diferenca
estatistica significativa (p > 0,05) entre o potencial antioxidante dos 6leos essenciais de
referéncia (grupo 1) e o potencial antioxidantes dos Oleos essenciais obtidos das amostras
comercializadas na forma de sachés (grupo 2). Os resultados de Clso obtidos para os padrdes de
rutina e 4cido galico foram 0,093 mg mL™! e 0,0085 mg mL™!, respectivamente. Comparando os
potenciais antioxidantes desses padrdes com os potenciais antioxidantes dos 6leos essenciais
em estudo, foi possivel classificar os 6leos essenciais de ambos os grupos como antioxidantes
relativamente fracos. Paroul et al. (2016) encontrou um valor de Clso de 6,19 mg mL ! ao avaliar
o que consideraram ser um Oleo essencial de B. trimera. Entretanto, nesse artigo especifico ndo

foram encontrados os marcadores quimicos carquejol e acetato de carquejila nas amostras, o
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que sugere que esse artigo deve ter sido conduzido com uma planta de outra espécie (Budel et
al., 2005). Comparando os resultados obtidos no presente estudo com os valores de Clso de
outra espécie do género Baccharis (B. dracunculifolia) (Clso = 3,52 mg mL™'") (PAROUL et al.,
2016), percebe-se que os o6leos essenciais analisados no presente estudo possuem baixa
capacidade antioxidante.

Com relagao aos valores de toxicidade aguda em A. salina, todas as amostras analisadas
nesse estudo apresentaram valores bem inferiores aos que sao preconizados por Meyer et al.
(1982) para substincias atoxicos e seguras (DLso > 1.000 ppm). Na verdade, esses Oleos
essenciais podem ser classificados como citotoxicos de acordo com o teste empregado, pois
apresentaram DLso inferior a 200 ppm (Lima et al., 2014). Os 6leos essenciais obtidos a partir
das amostras comercializadas na forma de sachés (grupo 2) sao mais toxicos (p < 0,05) do que
os Oleos essenciais usados como referéncia (grupo 1). Alonso (1998) avaliou a toxicidade
intraperitoneal do carquejol e encontrou uma DLso de 410 ppm, o que demonstra uma certa
toxicidade para esse composto. O valor mais baixo de DLso encontrado para os 6leos essenciais
analisados no presente estudo em comparacdo com o carquejol pode ser explicado pelos
diferentes métodos de avaliagdo da toxicidade utilizados e, também, por alguns efeitos aditivos
e sinérgicos entre os constituintes desse tipo de 6leo essencial. A citotoxicidade dos Oleos
essenciais de B. trimera € reforcada por seu efeito deletério em células neuronais e por sua

capacidade de inibir a proliferacao de células de glia (Losqui et al., 2009).

4. Conclusao

Foram identificadas 41 substancias nos 6leos essenciais de carqueja amarga analisados.
Dessas, a maioria faz parte da classe dos compostos terpénicos (monoterpenos, monoterpenos
oxigenados, sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados). Apenas o acetato de carquejila, o
palustrol, o espatulenol e o B-eudesmol foram detectados em todas as amostras avaliadas. Além
do acetato de carquejila, o carquejol também € considerado um marcador quimico dessa espécie
de erva. A auséncia de um deles (carquejol) em uma das amostras de sachés e a presenca do
outro (acetato de carquejila) em baixas concentragdes nos oleos essenciais dessas amostras
(grupo 2) dificultou a avaliacdo da autenticidade das mesmas por comparagdao com as amostras
de referéncia (grupo 1). As diferengas de composicao dessas amostras com relag@o a esses dois
marcadores quimicos pode ser explicada pelas variacdes nas condi¢des edafoclimaticas as quais
as plantas foram submetidas durante seu desenvolvimento, por variagdes de processamento e,

até mesmo, em fun¢do da mistura dessas amostras com outras espécies de plantas.
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Nao houve diferenga estatistica significativa entre o potencial antioxidante dos 6leos
essenciais de referéncia (grupo 1) e dos Oleos essenciais obtidos a partir das amostras
comercializadas na forma de sachés (grupo 2). Os 6leos essenciais de carqueja amarga testados
possuem capacidades antioxidantes inferiores aquelas observadas para o acido gélico, rutina e
para o 6leo essencial de Baccharis dracunculifolia. Os 6leos essenciais de ambos os grupos (1
e 2) mostraram-se citotoxicos de acordo com o teste de toxicidade aguda em Artemia salina,
com valores de DLso inferiores a 200 ppm.

Por fim, sugere-se que novos marcadores quimicos, como a 3-o-metil-quercitina, sejam
monitorados nessas amostras para que sua autenticidade possa ser avaliada de forma conclusiva.
Também seria importante ampliar a quantidade de amostras comerciais analisadas e obter folhas
frescas de Baccharis trimera representativas das diferentes estagdes do ano. A partir dessas
amostras in natura, seria possivel produzir um conjunto de 6leos essenciais de referéncia que
garantiria uma comparagao mais robusta com os 6leos essenciais das amostras comercializadas

na forma de sachés.
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Influence of Baccharis trimera essential oil on type II diabetes mellitus
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CONSIDERACOES FINAIS

Na busca por amostras in natura que pudessem ser usadas como referéncia de Baccharis
trimera, obteve-se uma amostra de Baccharis myriocephala referenciada pela caracterizagdo
botanica. Dezenove compostos foram identificados pela primeira vez como constituintes da
fracdo volatil dessa espécie (Baccharis myriocephala), sendo treze detectados nos Oleos
essenciais, cinco nas infusdoes e um (palustrol) em ambas as matrizes. Quanto a capacidade
antioxidante, as infusdes demonstraram maior potencial do que os dleos essenciais. Quanto a
toxicidade, os 6leos essenciais foram caracterizados com alto potencial citotoxico, enquanto as
infusdes foram consideradas atoxicas.

Na auséncia de uma amostra in natura representativa da espécie Baccharis trimera,
utilizou-se como referéncia para a avaliagdo da autenticidade das amostras de sachés
comercializadas sob a designagdo de carqueja amarga, um 6leo essencial comercializado pela
empresa Lazlo Aromaterapia Ltda. Nesse estudo, foram identificadas 41 substancias nos 6leos
essenciais de carqueja analisados. Apenas o acetato de carquejila, o palustrol, o espatulenol e o
B-eudesmol foram detectados em todas as amostras avaliadas. A auséncia do carquejol em uma
das amostras de sachés e a presenca do acetato de carquejila em baixas concentragdes nos 6leos
essenciais dessas amostras comerciais (grupo 2) dificultou a avaliagdo da autenticidade das
mesmas por comparacdo com as amostras de referéncia (grupo 1). Nao houve diferenga
estatistica significativa entre o potencial antioxidante dos 6leos essenciais de referéncia (grupo
1) e dos Oleos essenciais obtidos a partir das amostras comercializadas na forma de sachés
(grupo 2). Os 6leos essenciais de carqueja amarga testados possuem capacidades antioxidantes
inferiores aquelas observadas para o dleo essencial de Baccharis dracunculifolia. Os 6leos
essenciais de ambos os grupos (1 e 2) mostraram-se citotoxicos de acordo com o teste de
toxicidade aguda em Artemia salina.

Para o estudo do potencial antidiabético do 6leo essencial de Baccharis trimera utilizou-se
um modelo animal no qual a diabetes mellitus tipo II foi induzida pela associagdo de uma dieta
hiperlipidica/hipercalorica com uma pequena dose de estreptozotocina. A combinacdo dessa
dieta com esse agente toxico foi capaz de reproduzir as caracteristicas metabolicas da DM2 em
um curto periodo de tempo, com o aparecimento da hiperglicemia e da triade classica dos
sintomas da diabetes. Nesse modelo, os ratos desenvolveram uma condi¢ao dislipidémica

caracterizada principalmente pela hipertrigliceridemia.
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O principal achado desse estudo foi o potencial apresentado pelo 6leo essencial de B.
trimera para controle da hipertrigliceridemia diabética. Esse 6leo essencial também apresentou
potencial hepatoprotetor nos animais diabéticos.

Por fim, sugere-se o desenvolvimento de mais estudos a fim de caracterizar as diferentes
fragdes quimicas dessas plantas para que possa ser estabelecido um padrao de identidade e
qualidade mais efetivo. Além disso, novos ensaios pré-clinicos e clinicos em modelos animal e
humano se fazem necessarios para comprovar a efetividade da utilizagdo da Baccharis trimera,

seja na forma de dleo essencial ou infusdo, para o tratamento da DM2.
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