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METODO DE EXTRACAO E USO DO OLEO ESSENCIAL, EXTRATO E FRACOES
COM ATIVIDADE ANTITUMORAL, ANTIOXIDANTE E ANTIMICROBIANA DAS
PARTES AEREAS E RAIZ DE BACCHARIS MILLEFLORA (LESS.) DC.,
ASTERACEAE

Campo da Invencao

[Ga1]. A presente patente de invencao tem como objetivo o
processo de oblencao para uso humano, veterindrio @ ambiental das
propriedades medicinais, nufricionais, farmacéuticas, cosmeticas. anti-
inflamaldnias, imunoldgicas, anfioxidantes, loxicoldgicas, anfitumorais,
antimicrobianas, inseticidas. repelentes, antifongicas, alelopaticas e
estimulantes no campo humano, veterinario, agrondmico, alimenticio e
ambiental provenientes do oleo essencial, do extrato, das fracoes e dos
componentes e produtos derivados das partes oéreas e raiz da especie
Baccharis milleflora [Less.) DC., Asleraceas.

[002], A invencao esta relocionada também as formas
farmacéuticas e dosagens galénicas liquidaos, semi-solidas & solidas, lais
como ampolas, xaropes, solucoes, suspensoes, emulsdes, pomadas,
cremes. aerossol. pos, cdpsulas, tabletes, comprimidos, capsulas,
drageas. preparacées hipocraticos, galénicas e magistrais, lodas as
quais contendo preparacoes originarias da espécie vegetal Boccharrs

milleflora (Less.] DC., Asteraceae.

Hizténeo da Invencao

[003], A presente invengdo refere-se a um estudo cientifico
inaditc por identificar s propredades medicinais, nutricionais,
farmacéuticas, cosmética, anfi-inflamatdrias, imunologicas.
antioxidantes, toxicolégicas, antitumorais, antimicrobianas, inseticidas,

repelentes, anfifungicas, dlelopaficos e esfimulantes no  compo
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humano, vetedindrio, agronémico, alimenticio e ambiental provenientes
do dlea essencial, do exiralo, daos frocdoes e dos componentes e
produtos dervados das partes aéreqs e raiz da espécie Baccharis
millefiora {Less.] DC., Asteraceae.

[D04]. Boccharis milleflora pertence o familia Asteraceas,
também conhecida coma Compositae, &€ a maior familia das
Magnoliophyta [Angiospermae), compreendendo 25000 espécies
pertencentes a 1.600 géneros dispostos em 17 tribos e trés subfamilias.
Astercideoe, Cichoricidege e Bamaodesicideae [BARROSD, 1991; JOLY,
1998: BREMER 1994). No Brasil, esso familio apresento aproximodomente
300 géneros e 2.000 especies [SOUZA & LORENII 2005).

[Q0S]. A inflorescéncia caracteristica das Asteracece & o
capifulo, formodo por flores sésseis, bissexuadas, unissexuadas & estérais,
assentadas sobre um recepiaculo comum (BARROSO. 1991 JOLY. 1998:
SOUZA & LORENZII 2005). Os representantes da familio Asteroceae
apresentam folhas smples, alternas, opostas ou verliciladas, geralmente
inteirgs  ou ligeiramente denfeados, poréem nunca compostas,
apresentando a formo de uma espatula [PENNA, 1921). Possuemn
ticomas glandulares que secretam dleos essenciais. Essas estruturas
estGo locdlizadas principalmente em depressdes no epiderme e
recebem diferentes designacdes como glandulas, pélos glandulares e
pélos secretores (SCOLEREDER, 1908]).

[C0&]. Os cleos essencigis secretados atuam como uma
barrgira quimica, produzindo compostos  toxicos ou  repelentes.
liberando exsudatos gue formaram camodas continuas na superficie
folior, oumentando a refocdo de lur e dminuinde o temperatura,
Segundo Cronguist [1988], o sucesso evolulivo do idxon porece ser
devido 4G presenga de numerosos compostios de defesa como

terpenocides, derivados de acido cafeico, flavonoides, alcaloides e pela
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associocdo de poliocefienos e lactonas sesquilerpenicas, do gue
propramente a sua mortologio floral especializoda.

[0D7]. Devido ao seu extraordindrio poder de adaptacdo
ambiental, pode ser enconfrada nos mais  diversos  habitates,
preferenciclmente em ambientes compestres. & em condigoes
climaficas varados, em regides tropicais, subtropicais até temperadas,
prevalecendo em formoagoes campesires e montanhosas e, menocs
frequeniemente. em formocdes Rorestais Cronquis! [1981). Segundo
Jones [1977) e Bremer [1994), esta familio & obundante no sudoeste dos
estados Unidos, Mexico e extremo sul do Braosil, estando presente
tambem ao longo dos Andes, no mediterdneo, sudoeste e cenfro da
Asia, Affica do Sul e Ausirdlio, sendo consideraoda cosmopolita
[HEYWOOD, 1998). As pesquisas envolvendo as Asteraceae iniciaram
com o frabalho de Baker [1873; 1874; 1882: 1884). sendo observado um
aumento nos estudos com os representantes dessa familia, ndo somente
quanto & sua morfologia, anatomia e filoguimica, mas também em
relacho & sua sistemdlica, o gue permite um melhor conhecimento
sobre o enguodromento faxondmico de espécies de Asteraceae
(HOLMES 1994; BREMER 1974).

[00g], Muitas espécies sdo ulllizadas pela indistria, na
aglimeniagdo (Helionthus onnuus L), na produgao de cosmeéficos,
inseficidas, corantes e como amamentals [Chrysanthemum coronarium
L). Entre as oplicacdes teragpéuticas das especies da familia
Asteraceas, as mais frequentes sao: antiflogistica, hepatoprotetara,
onfi-helmintica, onfisseptico e anfi-neoplasico, apresentando  assim
glevada importancia econdmica e farmocologica [JONES 1977, BREMER
1994; SOULA & LORENZI 2005].

[00%]. O género Bocchars L., compreende cerca de 500

espécies, localizados dos Estados Unidos ale a Argenting [GIULIANG,
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2001). Cercao de 120 especies esto descritas no Brosil, sendo
encontrada com mais frequentemente no Sul [BUDEL et al. 2005). Varnas
Bacchars tem demonstrado alividade bialdgica comeo B, coridifalia DC.
[MONKS et al.. 2002), B. sagiftalis [Less.) DC. [CIFUENTE el al,, 2002), B.
unbelliforrmis DC. [CESPEDES. et al. 2002). B frinervis Pers. [SANCHEZ &t al.
2002},

[a10]. Boccharis L [secdo Coauvlopterae DC.)  esia
represenioda por gproximodamenie 30 espécies e esta limilaoda a
Amernca do Sul [GIULAND, 2001). © Brasil apresenta a principal
diversidode de especies parg o segao (BARROSO.1974). No Rio Grande
do Sul 15 especies do grupo Trimera foram citadas (DIESEL, 1987). Esse
Grupo compreende muilas espécies que apresentam  expansoes
caulinares ou asas que constituem os cladddios, Esas espeécies sao
populormente chamadas de corguesja no Brasil & na Argenting e
apresentam dois ou trés cladddios alados. gue 580 morfologicamente
similares,

[y, Bacchars milleflora [Less.) DC., vulgarmente
conhecida como carqueja, carqueja-do-Lajeado e usada na medicing
popular como diurélico e estomagquico [BUDEL et ql. 2005). Encontra-se
na Sudeste e Sul do Brasil e ocupa campos secos ou molhados,
pdntancs, margens de floresias, campos de alfiude elevada e locais
sombrecdos (HEIDEN el al., 200%; SCHNEIDER, 2009).

2], Muitos oleos essencians & seus compostos isoladaos sao
reconhecidos comeo poderoses anhioxidantes nafurgis, podendo
substituir os anfioxidantes sintéticos (BOIIN et al., 2006). Diversos ensaios
foram desenvolvidos pora screening de ofividade anfioxidante de
extratos vegetais. Os mais utilizados sade o ABTS [acido 2.2-ozincbis-[3-
efi-benzotiozoling-é-sulfénico)), DPPH (2 2-difenil-1-picrihidrazilal] & a
reducao do ion farrico (FRAP] (THAIPONG el al., 2006).
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[013]. Em um estudo realizado por Femonato et al. [2008),
por meio do mélodo da oxidagdo acoplada do B-caroteno e do acido
inoléico, foi possivel avalior a alividode antioxidante de dleas essenciais
produzidos por B. uncinella D.C. e B, drocunculifolia D.C. Os resultados
mostraram que os dois dleos avalindos podem inibir a formacdo de
especies realivas de oxigénio em ale 65.466% para B draocunculifalio &
52.18% para B. uncinelia.

[O14]. Bacchi et al. (2009)., verficaram a atividade
antioxidante do exirato bruto liofilizado, extrato liofilizado da “resing”, po
da drogo e fragdes cloroférmica, acetato de efila, etancl e etanol 50%
de Boccharis imera (Less) DC, usando o melodo que reduz o radical
2.2"-difenil-1-picril-hidrazil [DPPH]. Os autores concluiram gue as amaosiras
gpresentaram resultados expressivos de atividade antioxidante guando
comparados a vilamina E (IC50 = 1471 pyg/mL). Os valores de 1C50
encontrados para o po da droga, extralo brulo lioflizado, extrato brulo
liofiizado da “resing” e fracdes clerofémica. acetato de efila. etancl
absoluto e etancl 50% foram de 22,74 pg/mL. 21,83 pg/mL, 22.6 pg/mL,
24,93 pgfmL. 23,05 pg/mL. 17,18 pg/fmL. 18,19 pg/ml, respectivamente.

[O1.5]. Maos dias atuas, tem-se observado uma crescenie
busca por novos principios afivos com atividades anfimicrobianas,
devidoe principalmente ao surgimento e 4 disseminagcdo de
microrganismaos resistentes aos anfimicrobianos convencionais (MENDES
el al., 2011). Mo intuilte de defender-se confra microrganismos e
predadaores, muitas plantas produzem em seu mefabolismo secundano
dleos essenciais, os quais, fambem atuom no afrogdo de agenfes
polinizadores ([CURIONI, 2004).

[014]. Pesquisadores t&ém avaliadoe o efeilo de compostos
naturgis sebre micrerganismos cousadores de diversas doencas pelos

métodos de difusdo em dgar, em disco de papel, bicoutografia e
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microdiluicdo. O método da bioautografia € viiizado na determinagdo
da alividade antimicrobiana dos Oleos essenciais. Este metedo redne a
cramatografia em camada delgada e a difusGo em agar e permite g
determinagdo do potencial anfimicroblano de uma substancia de
forma gualitativa. Este teste permite uma ticogem inicial para dar
continuidade ou ndo na pesguisa com ¢ dleo testado (VALGAS, 2007).
O oleo essencial de Cymbopogum citrotus DC. SMapt por meio da
bicoutografia  opresentou  atividode  antimicrobiona  frente  a
Staphylococcus aureus; Aspergillus niger;, Candida albicans; Escherichio
col; Bacillus subtifis; Enterococcus foecalis [PEREIRA. 2010).

[a17]. A atividade anfimicrobiong do olec essencial das
plantas Curcuma longa L. e Achillea millefolium L. foi verificada frenfe a
20 cepas de microrganismos isolados de mafernial clinico humano. Por
intermédio dos testes de microdivicdo em caoldo, os dleos de A
miefolum e de C. longo demonstraram agGo antimicrobiana
considerada moderada (0,625 mg mL') em 63.2% e 68.4% dos leveduras
testadas, respectivamente [RIBEIRC ef al., 2010). Os dleos essenciais das
folhas de Senecio crassiflorus var. crassiftorus foram investigados guanfo
a afividade anftimicrobiana por MIC e apresentaram inibicdo frente as
cepas Grom-positivas testadaos, poreém nao foi evidenciado atividade
frente ds cepas Gram-negativas nas concentrocoes testadas, o que
permite aferr atividade bacterana de estreito espectro (MURAR| et al,
2008). Dessa forma, evidencia-se gue dleos essencials, principalmenie os
provenientes de Asteraceae, sao metabdlitos secunddrios de potencial
interesse clinico, devido as diferentes atividades biclégicas que
apresentam.

[O18]. Ferronato el al. [2007), avalioram o alividade
anfimicrobiana dos dlecs essenciois de Bocchars draocunculifolia e

Baccharis uncinelia pelo método de difusdo em disco de papel, Os
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oleos essenciais quando avaliados sobre as bacterias patogenicas
Escherichia caoli (ATCC 25922-beta-lactamase negativa), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) e Staphylococcus aureuws [ATCC 25923
suscetivel a oxaciling e penicilina), mostraram-se eficientes em inibir o
crescimento dos microrganismos testodos.

[019]. Muilos compostos nalurals podem  ser  possivels
agentes anfitumorais, efeilo gue pode ser verificado pimeiramente
atraves de ensaios de citotoxicidode in vitro. O ensaio do corante vitol
MIT & uma ferramenta ulil para avdlior o potencial citotdxico de
compostas, pois avalla a fungdo celular em nivel mitocondrial, Esse
método analisa a viabilidode e o estade metabdlico dao célula boseado
na reducao do sal 3-[4.5-dimetil- 2-tigzoll)-2, 5-difenil-brometo  de
tetrazdlico [MTT) em ozul de formazano, a portir de enzimaos
desidrogenases presentes somente em células ativas [MOSMMANN,
1983). Diversos d&leos essencials e exhratos de Asleraceae foram
avaliodos quanto ao efeito antitumoral, No estudo realizado por
Momesso et al. (2009), com os folhas de Ageratum conyzoides L.
[Asteraceae), constotou-se que o fratomento com o extroto de Al
Conyzoides na dose de 50 mgfkg de peso foi eficaz. inibindo o
crescimento tumoral,

[020]. Compostos solados de espécies de Bacchars tém
demonstrado afividades citotdxicas, O ticoteceno baccharin, isolado
de B. megapofamica foi ativo contra leukemia implontada em ratos, Os
fricotecenos macrociclicos dos grupos rondings € vermucacings,
encontrados em B condifolla apresentaram atividade contra celulas
(KB} derivados de carcinoma humano de nasolaringe (Kupchan et al.
1974; Kupchan et al. 1977). Diterpenodes iBolades de B
gaudichaudiona, os labdanos gaudichaudols, o5 clerodanos

gaudichaudona e ocetato de arficuling apresentaram  atividade
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citotoxica em célulos de leucemia linfocitica P-388, bem como em
oulras linhagens celulares humanas (Fullas et al. 1994]. A pariir das folhas
de B, lejia foram Bolados uma serie de neo-clerodanocs confendo um
grupo hidroxila livre em C-18 com importante toxicidode para Artemia
salina (Labbe et al. 1991).

[D21]. Esses  resulfados aumentom  o©  interesse ng
investigacdo da citotoxicidade frenfe & células tumorais de especies de
Baccharis, com o propdsite de enconftrar diferenies opgoes
terapéuticas para o tratamento do cancér, Entretanto, ndo ha relatos
na literatura scbre a investigagdo de possiveis afividodes terapéuticas
de Bacchars milleflora (Less.) DC.

| tentes relacion a gnero Ba ri

[0232]. Bacchans oxide synthase (5.4.99.51) C12Y 504/99052.
Alpha-seco-amyrin  synthase [5.4.99.52) C12Y 504/99053. Marneral
synthase [5.4.99.53).

[023]. Quality control method and application of baccharis
tvpe propolis. ZHANG CUIPING: HU FULIANG: HUANG SHUAL LIU JIA,
0&/11/2013,.

[024]. Bacchans dracunculifolia  propolis gquality control
method. ZHANG CUIPING: HU FULIANG: HUANG SHUAL 06/03/2013.

[025]. Anti-leukemic  tichothecene epoxides. Kupchan
Deceased., Morris 5., Jarvis, Bruce B.. Dailey Jr., Richard G. 08/14/1979
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[024]. Extracts of baccharis sp. or green propolis for use as
sanifizer. Jaoiro Eenupp Bostos. Niege Arocor Jocometti Cardoso
FURTADDO 12/09/2007.

[027]. Bacchans plont nomed “Stam’. Eonald E. Gass
22/02/2000.

j028). Baccharis plont named ‘Kolmmyst'. Peler R. Kolster
29/04/2003.

i e

(0291, As figuras e tabelas em anexo servirdo para o melhor

enfendimanio da presente patente de invencdo.

[030]. FIGURA 1: Afividode anfioxidante do oleo essencial
(OE) de Boccharis milleflora nas guatro estacdes do ano, utilizando o
método de reducao do complexo fosfomolibdénico.

[031]. FIGURA 2: Avaliacdo da alividade antitumoral do dleo
essencial de Baccharis milleflora (3, 10, 30, 100 e 300 ug.mL-1) em células
Jurkat, HL-60 & Raji.
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Tatelas
[032]. TABELA 1: Alividade anfiozidante do dleoc essencial
[OE) de Baccharis milleflora utilizando o métode do DPPH.

TN Desweo padria
OE Cuionn 1621 £0.33
QE Iméerna 1548 #0.91
0E Primavesa 16,72 & 0,0
OE Verdo 21,06 20,27
Ap aschdico 6.3 2004
Ac galco 6,37 20,04
OFE Oisp essencal de Bacctans melars.
[033]. TABELA 2: Atividade anfimicrobiana do dleo essencial

(QE) de Bacchars milleflora nas quatro estacoes do ano.

CIM - CEM (mgdmL)

Aminatras € aibicans E coii E fascaiis P asruginass | 5 aureus
OE Dulone =10 Eal =10 =10 E-10

JE |nverma =10 =10 >0 =40 255
€ Puimavera =10 =10 =30 =50 285

OF Vardo *10 =10 =10 =10 5. 10
Clarpwiding 12 12 12 12 12

i[ade talh Invencdoc
[034]. A presente invengdo relere-se ao processo de

oblencao e uso dos extratos e do Gleo essencial das parles aereas e raiz

de Baccharis milleflora [Less.) DC.

Obtengdo do material botanico:
[035]. O matenal vegelal foi coletodo na regido de
Uvaranas, na cidade de Ponta Grossa, Parand, Brasil (latifude; 25° 5 23"

5 e longitude: 50° & 23'W). As coletas foram redlizodos pela manha
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durante as qualre eslagbes do ono de 2013. As exsicalas foram
identificadas sob os nimeros 192141 e 388373 e depasitadas no Herbario
do Instituto de Ciéncias Naturais da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul e Museo Beotdnico Municipal de Curtibo no Parond.

respeciivamente.

Processo de obltengao dos extratos e fragoes:

[D34]. A exfracto foi reqglizada em ciclo fechade com
etanol absoluto, em aparelho de 3oxhlet, As partes aereas de B
milleflora {3200g) foram moidas e depositadas em aparelho de Soxhlet e
submetidas d extragcdo em etanol ate esgotamento total. O extrato
obtido foi filfrade com aigoddo e submetido & concenfraggo em
Soxhlel 4 temperatura de 50°C oté reducdo em 1/5 de seu volume
irnecial.

[037]. Qs solventes uliizados nos procedimentos fitoguimicos
e anoliticos apresentarom grou analiico [P.A.) ou cromotografico
[CLAE), quando necessdrio. O exirato bruto foi usado para a oblencdo
das fracoes por particao liquidofliguido, em aparelho de Sohxlet com
solventes de diferentes polaridades. na seguinte ordem: hexano,
diclorometanc e acelate de efila. A parlicdo iniciov com hexano, e a
fose solovel em hexano foi reservada, o residuc foi novamente
particionado com diciorometano e posteriormente em acetato de efilo,
as partes soldveis foram levadas a secura em Soxhletl. Ao final do
processo de extracdo e racicnamento obliveram-se quatro fragdes:
hexono, diclorometano, oceftatle de efla & hidroglicodlica
remanescente. Uma aomostra de cada frogcho fol separada para
redlizagao dos testes bioldgicos e o restante toi utilizado para isclamento

de composios.
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Extragcao e determinagae quantitativa do oleo essencial:

[038]. O dleo essencial de 100 g das folhas dessecadas da
especie em estudo foi determinado quantitativamente, A extragdo foi
reglizoada por meio de hidrodestiloggo, uliizondo o aparelho de
Clevenger [USP XXV, 2002), com duracdo de 4 horas. A guantidade de
cleo essencial exlraido fol medide em tubo graduado. A porcentagem
de cleo essencial existente na massa de 100 g de folhas comrespondeu
aa valor lide no tubo graduadeo. © material obfido foi estocado em

tubos Eppendorf, em femperatura de 4 £ 0,5°C.

Identificagdo dos compostos volateis do dleo essencial:

[039]. A identificacdo dos constituintes volateis foi realizadao
por meio do cromalogralo a gas Hewleli-Packard 4890 equipado com
o detector seletive de massas Hewlet-Packard 5975 € coluna de
capilaridade HP-5MS (30 m x 0.25 mm x 0,25 pym). A cromatografia
gasosa associoda & especiroscopio de maossa foi realizoda usando
injetor split, com injetor na temperaiura de 220 °C, sendo da coluna &40
°C. com rampa de aquecimento de 3 *C.min~!, temperatura final 240 °C
e temperatura do detector 250 *C. © helio foi usado como gas de
arraste a 1 mLmin-', © sistema de ionizocto de elétrons CTG-MS foi 70
eV. As andalises quaniitafivas foram realizadas usando um cromatagrafo
a gas Hewileft-Packard 5870 equipado com detector de ionzogao de
chama sob as mesmas condicdes descritas anteriormente. A amostra
do &leo toi dissolvida em acetato de efil (20 mg mL') para as andlises.
Os Indices de refencao foram determinados de pela injecao de
padrées de hidrocarbonetos e as omostras do oleo essencial sob as
mesmas condicoes. Os componentes do dleo essencial  foram
identificados com os dodos da literatura e perfis do espectro de massa

da biblioteca. A quantificocdo cromatografica gasosa com detector
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de jonizacdo de chama foi obtida usando cromatdgrafo GC-FID e fol
expressa como media + desvio padrdo para trés amostras do dleo
essencial,

[040]. De ccordo com as andlises por cromatografia gascsa
foram identificados no dleo essencial de Bacchars milleflora (Less.) DC,
obtido a partir da coleta reglizaoda no inverno, os seguintes compostos
majoritanos: germocreno D 9.03% transcancfine 999 %

biciclogermacreno 12,89%.

Avaliagao da alividade antioxidante:

[041]. Para avoliogdo da afividode anfioxidante do oleo
essencial de B, milleflora foram ufilizados os meétodos do 2.2-difenil-1-
picri-hidrazila (DPPH) [SILVA: BORGES: FERREIRA, 19979 & do complaxo
fosfomolibdénio [PRIETS; PINECA; AGUILAR, 1999).

[042]. Fara o método do DPPH, foram preparadas solucoes
de dleo essencial das guatro estocdes. em metanol, em diferentes
concentracdes (350; 30.0; 25.0; 200; 150; 10,0; 50: 1.0;: 0.5 mg/mL).
Foram utilizadas solugdes de DPPH (0.1mM) e confroles posifivos: acido
ascarbico e dcido gdlico. nas concentragoes de 1000 a 0.387 pg/mL,
oblidas por diuvictes seriadas, em metancl. Em microplacas de 94
pocos foram transferidos 204l dos solughes de dleo essencial de B
milleflora bem como das solucSes de controles positivos & branco
[metanol) e 100pl da soluggo de DPPH. As plocas forom
homogeneizadas durante | minuto & a leitura fol realizada em leitor de
microplacas (Biotek Instruments. Winooski, VT, EUA] no comprimenio de
onda de 517nm, imediatomente apds a mistlura & ao final de um
pericde de 30 minutos de incubgagdo no escuro a lemperatura
aombiente. A alividaode anfioxidante [AA] foi determinada sob a forma

de porcentagem, colculada pela laxa de declinic da absovancia da
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solucdo de DPPH com a dlec ou padrdes, apos 30 minutos de reagao,
em relacto a solugdo de referéncia (DPPH em metanol), de acordo

com a equagaocl :

ZeAA= T00-[[A amata -A barco /. A contaie] X 100]]

Onde, A = cada valor de absorvancia.

[043]. Os  resultodos da afividade onficxidante de B
milleflara utiizando o metodo do DPPH estao apresentados na tabela 1.

[44]. &) melodo de reducac do complexo
fosfornolibdénico para a determinogdo da capacidade anfioxidante
total (PRIETO: PINEDA: AGUILAR, 1999), @ boseado no reducdo do
molibdénio V1 a V pela amosira em andlise. Essa reducéo possibilita a
formacdo de um complexo verde entre fosfato e molibdénio (V). em pH
acido, determinado espectrofotometricaomente, em tiplicata, a 495 nm.
Uma gliquota de 300 ul da amestra, em sclugdo etandlica g 200 ug.miL-
1. foi acrescentada em um tubo de ensaio, juntamente com 3 mL do
reafivo (molibdato de oménio a 4 mmaol.L-1, fostato de sodio 28 mmol.L-
1, acido sulfurico 0.6 mol.l-1]. O tubo foi fechado hermeticamente e
levado oo bonho-maria a 95°C por 90 min. © tubo toi resfriado e a
leltura foi efetvada em espectrofotdmetro UY/Vis SHIMADIU-1401 o %5
nm confra um branco (300 pl de etanol, acrescidos de 3 mlL do realive).
O padrdes ufilizados foram o dcido ascorbico, acide gdlico e arutina o
200 pg.mL-1. Para efeitos de cdlculo, o dcido ascérbico foi considerado

como 100% de atividode anfioxidante, conforme a equacdao 2.

%’AA = |:J'ﬂ'l omosia - A I:u‘-::u'u:n:l.l'I A dcido ascaico = & m\-nrlr_uu]' x 100
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Onde. A = coda valor de absorvbincio.

[045]. Os resultados da afividode anfioxidante de B
milleflora utiizando o métedo reducdo do complexo fosfomolibdénico

estdo opresentados no figura 1.

Avaliogdo da atividode antimicrobiana:

Microrganismos e preparo do indculo

[044]. Todos os ensaios foram realizados em  friplicata,
ulilizando-se cepas provenientes da American Type of Culture Collection
[ATCC) de Escherichia coli (ATCC 10530), Staphylecoccus aureus (ATCC
25923) e Candida albicans [ATCC 10231). Staphylococcus epidermidis
[ATCC 14990), Pseudomonas aeruginosa [ATCC 27B53). O indcula fol
preparado pela suspensdo de coldnias em solucdo salina até a turbidez
de uma solugdo padrdo de McFarlond de 0.5, A suspensao McRardand
0.5 (1 x 108 UFC.mL-) foi diluida 1:10 para se conseguir uma diluicdo de
107 UFC.mL-'. Um volume de 0,010 ml dessa suspensdo foi inoculado no
caldo, sendc a concentragde final de microrganismos do teste

oproximadomente 5 x 10* UFC.pogo !,

Determinacdo da concentracao inibitéria minima (MIC] pelo mélodo
de microdiluicdao em caldo

[047]. Inicialmente, os dleos de Baccharis milleflora [Less.
DC toram solubilizados em Tween B0 a uma concentragdo final de 1% e
dilvidos a 20 mg.mL-' no caldo Mieller-Hinton (CMH] para os festes com

5. aureus, 5. epidermidis, P. ceruginosa & com E. coli & no caldo Mueller-
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Hinton com 2% de glicose [CMHG] para os ensgios com C. olbicans,
Todos as solucdes resultantes foram filtradas por membrana 0.22 pym.

(048], A determinagdo da ceoncentragdo inibitona minima
dos oleos essenciais fol realizoda segundo o meétodo de micrediluicGo
em caldo proposta pelo NCCLS [2003). Foram ufilizadas microplacas
com fundo em "U". estenlizadas com 96 orificios (TPPE, EUA). A um
volume de 200 pl de cado solugOo de cleo essencial, previamente
adicionodo em coda pogo da microplaca, nos dilvicdes seriadas de 20
a 0,078 mg.mL-. foi acrescido 10 yL de cada indculo microbiano.

[049]. As microplacas foram tampadas e incubadas a 35°C
por 24 h. © controle negativo foi realizado com Peric Gard® [0,12% de
clorexiding) e para o confrole positive foi colocodo apenas a cepa
baclernana [como preparada para as amostras) Paro confirmocdo da
presenca de microrganismos vidveis nas concenfractes ndo inibitoras,
foi uwlilizado 10 pL do corante TCC (2, 3, § trifenil cloreto de tetrazdlio) a
1% e incubados por 30 minutos em estufa a 35°C. Isto toma possivel
distinguir as amostras vivas, coloridas de vermelho daguelas mortas que
mantém a sua cor [GABRE, 1974, DESWAL & CHAND, 1997).

[050]. A Concentracdo Bactericida mMinima [CBM) foi abtida
por melo de semeadura, dos contetdos dos pocos das placas de
microdiluicdo, em Agar Mueller-Hinton de oliquotaos dos diluigoes
comespondentes a CIM e duas imediatamente anferores, As
concentractes imediatamenie superiores a CIM sdo suficientes para
demonstrar o efeitc bactericida dos produtos naturais, visto gue o efeite
bactenostatico foi delerminado pela auseéncia de crescimento nos
pocos da ploco de microdivigae (POZIATT el al, 2009). Apds a
semeadura, a3 placas de pet forom  incubodas em  estula

bacteriologica a 37°, por 24h. A CBM foi considerada a menor
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concentragdo que impediu o crescimento visivel das bacteras cu
permifiu a formagcdo de até trés Unidodes Formadorgs de Coldnia (UFC).

[051]. Os resultados dos ensaios antimicrobianos foram
expressos como concentragao inibiténa minima (CIM] & concentracao
bactericida minima [CBM]. Os resultados da alividade antimicrobiana

estdo apresentados na Tabela 2.

Avaliagoo da Afividade Anfitumoral:

Ensaio de viabilidade celular pelo método de reducao do MTT

[052]. As celulas Jurkat, HL-40 & Rgji em meioc RPMI 1440
contendo 10% de 5FB, foram semeadas em plocas de 24 pocos (0,25 x
105 células/pogo] & manlidas sob condices de cultura [37°C em esiufa
com atmosfera umida & 5% de CO;) por 24 h. Postenormente, foram
adicionodas diterentes concenfragoes dos oleos essenciais (3, 10, 30.
100 e 300 wg.ml-'). Essas concentragdes forom obfidas o paorfir dao
diluicgo das amosiras em meio de cultivo RPMI 1640 suplementado com
10% de SFB. As ceélulas foram incubadas por 24 consecufivas a 37°C em
estuta com atmosfera Utmida e 5% de CO. Apds o periodo de
incubagdo, o conteldo de cado pogo ol centigutado. o
sobrenadante foi desprezado e as celulos fol odicionado uma solugde
de MTT a 0.5 mg.mL'. Em seguida, as culturas foram incubadas o 37°C
durante 30 min & ao abrigo da luz. Para a solubllizagcto dos cristais de
formazan, produte da redugao do MIT. o dimehissulfoxide [DMSO] foi
adicionado e a leitura espectrofotométrica do absorbancia, em
comprimento de onda de 550 nm, foi realizada em lsitor de placas
(Biotek, pQuant). Meio RPMI 1640 e vincristing a 40 nmol L' ou 34,92
ng.mL! foram empregados como confroles negativo e positivo,

respectivamente. A vigbiidade celulor foi determinada  pela
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comparacao dos valores de abscrboncia obtidos para células fratadas
e ndo tratadas. A ciloloxicidade (ol expressa como a concentracdo da
amosha gue induziv morle celular em 50% das células (ICsa) & foi
caolculada por regressao de Probil.

[053]. O efeito do dleo essencicl dos partes aéreas de
Baccharis milleflora [Less.) DC sobre as células Jurkat, HL-60 e Raji. no

tempo de exposico de 24 horas, estd apresentado na figura 2.
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REIVINDICACOES

1. Processo de obtencdo dos componentes e produtos origindrios da

espécie Baccharis milleflora (Less.) DC, Asteraceae, , caracterizado pela

obtencdo do extrato bruto etandlico em aparelho de Soxhlet utilizando
etanol 96° GL, por meio das seguintes etapas:

a) Moagem das partes aéreas de Baccharis milleflora (Less.) DC;

b) Depdsito do material moido em aparelho de Soxhlet e submissdo &
extracdo em ciclo fechado até esgotamento total;

c) Filtragem do extrato obtido com algoddo;

d) Submissdo & concentracdo em Soxhlet a temperatura de 50° até a

reducdo em 1/5 de seu volume inicial.

2.Processo de obtencdo dos componentes e produtos origindrios da
espécie Baccharis milleflora (Less.) DC, Asteraceae, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo processo de hidrodestilacdo para
obtencdo do dleo essencial em aparelho de Clevenger, com duracdo
de 6 horas, a partir das folhas dessecadas e estocado em tubos

Eppendorf, em temperatura de 4 + 0,5°C.

3.Processo de obtencdo dos componentes e produtos origindrios das
partes aéreas da espécie Baccharis milleflora (Less.) DC, Asteraceae, de

acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado pelo processo de

obtencdo das fracdes hexdnica, diclorometano, acetato de efila e
hidroalcodlica remanescente do exirato bruto, caracterizado por
particdo liquido/liquido em aparelho de Soxhlet, iniciando com hexano,

diclorometano, seguido por acetato de etfila.

4, USO dos componentes e produtos origindrios da espécie vegetal

Baccharis milleflora (Less.) DC, Asteraceae, de acordo com as
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reivindicacodes 1, 2 e 3, caracterizado pelo uso das partes aéreas para fins
de isolamento de substancias, que podem ser empregadas na producdo
de medicamentos como comprimidos, ampolas, drdgeas, cdpsulas,
xaropes, solucdes, suspensdes, pomadas, cremes, emulsdes, aerossol,

pss, tabletes, preparacdes hipocrdticas, galénicas e magistrais.
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