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RESUMO: A hialuronidase ¢ uma enzima que tem a capacidade de hidrolisar o acido hialurénico que se localiza no
intersticio celular. Esse acido tem a propriedade de manter as células aderidas. Por agdo da hialuronidase, esse polimero
¢ transformado em pequenos fragmentos, diminuindo sua viscosidade, facilitando a difusdo dos componentes antigénicos
para o interior das células. Estudos com o género Baccharis relatam propriedades capazes de inibir a agdo da hialuronidase
por extratos e 6leos essenciais produzidos por espécies desse género. Buscando avaliar a atividade antiinflamatodria de dleos
essenciais produzidos por B. uncinella e B. dracunculifolia é que este trabalho foi desenvolvido. A inibi¢do da atividade de
hialuronidase foi determinada conforme metodologia descrita por Reissing; Strominger e Leloir, (1955), Aronson e Davidson
(1967) e Kuppusamy; Khoo e Das (1990). Os resultados obtidos mostraram que a atividade enzimatica foi inibida 77,86%
na presenca de SOuL do 6leo de B. dracunculifolia e de 74,40% para o 6leo de B. uncinella. Com esses resultados podemos
verificar a capacidade dos dois 6leos em neutralizar a a¢do da hialuronidase celular, comprovando assim, que os dois dleos
estudados possuem atividade antiinflamatoria.
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THE EFFECTS OF THE ESSENTIAL OILS PRODUCED BY BACCHARIS DRACUNCULIFOLIA D.C. AND
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ABSTRACT: The hyaluronidase is an enzyme that has the capacity of hydrolyzing the hyaluronic acid located in
the cellular interstice. This acid has the property of maintaining the cells adhered. Because of the hyaluronidase, this
polymer is transformed into small fragments, decreasing its viscosity, enabling the diffusion of the antigenic components
inside the cells. Studies with the Baccharis gender present properties which are capable of inhibiting the hyaluronidase
effects by extracts and essential oils produced by species of this gender. This paper was developed in order to evaluate
the anti-inflammatory activity of the essential oils produced by B. uncinella and B. dracunculifolia. The inhibition of
the hialuronidase activity was determined according to the methodology described by Reissing; Strominger and Leloir
(1955), Aronson and Davidson (1967) and Kuppusamy; Khoo and Das (1990). The results showed that the enzymatic
activity was 77,86% inhibited in the presence of S0uL B. dracunculifolia oil and 74,40% for the B. uncinella oil.
through these results we verified the capacity neutralizing the cellular hyaluronidase activity of both oils, thus proving
that the studied oils have anti-inflammatory activity.
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Introducao molecular ¢ formada de ligagdes repetidas de acido B-D-

glicurdnico e N-acetil-glicosamina (Figura 1) (FRASER;

A hialuronidase é uma enzima que tem a capacidade =~ LAURENT, 1989; HELDIN; LAURENT; HELDIN, 1989;

de hidrolisar o acido hialurénico, um polimero viscoso, que =~ ASPLUND et al., 1998; AL-HAIJJ et al., 2003). O acido
geralmente localiza-se no intersticio celular, cuja estrutura  hialurdnico tem a propriedade de manter as células aderidas
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umas as outras. Por a¢do da hialuronidase, o polimero
¢ transformado em pequenos fragmentos, diminuindo
significativamente sua viscosidade e facilitando a proliferacao
celular entre os tecidos, levando assim a uma conseqiiente
degradacdo da matriz extracelular (MEC) (MADIGAN;
MARTINKO; PARKER, 1997; BAZEL; ALHADEFF,

1999).
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Figura 1 - Estrutura quimica do acido hialurdnico.

A degradagdo da MEC, se constitui em um evento
essencial em muitos processos fisiologicos, como durante
o desenvolvimento embrionario, crescimento ¢ reparo dos
tecidos. Por outro lado, sua excessiva degradacdo pode
acarretarno desenvolvimento de varias condi¢des patologicas,
dentre as quais cita-se artrite reumatdide, osteoartrite e
doengas autoimunes (BORNSTEIN; SAGE, 2002). Tal fato
também esta diretamente relacionado ao processo de invasdo
e metastase tumoral, o qual se constitui no principal fator
prognostico dos pacientes portadores de cancer (SOTTILE ,
2004).

Todas as células do organismo estdo embebidas
em um meio altamente viscoso de substancia fundamental
que fisicamente restringe a tendéncia inerente das células
proliferarem. A proliferagao ¢ iniciada pela liberagdao de
hialuronidase pelas células, a qual catalisa a hidrolise dos
glicosaminoglicanas (GAGs) no meio imediato e permite
liberdade para as células se dividirem e migrarem dentro
dos limites da agdo enzimatica. A proliferacdo ¢ mantida
na medida que a hialuronidase estd sendo liberada e a
proliferacdo para quando cessa a produgao de hialuronidase
ou quando a hialuronidase ¢ inibida ¢ o meio reverte a sua
situacdo normal de alta viscosidade. Cameron e Rotman
(1972), langaram a seguinte hipdtese: todas as formas
de proliferacdo celular dependem fundamentalmente da
interagdo entre a célula e o seu meio imediato. Uma hipdtese
¢ que a célula se torne cancerosa por produzir hialuronidase
continuamente, 0 que permitiria a sua divisdo “in perpetuo”.
Estas células renegadas sdo autdonomas somente porque
elas possuem esta habilidade especifica, a habilidade de
se isolarem permanentemente do “contato” ¢ de todos os
“controles” habituais que governam a organizacao do tecido,
incluindo a restricdo fisica de crescimento (BECHERER;
BLOBEL, 2003).

Supondo que a proliferagdo celular depende
da despolimerizagdo da substancia fundamental pela
hialuronidase celular, temos dois métodos para exercer
algum controle terapéutico sobre o cancer e outras doengas
com proliferacdo celular excessiva: a primeira ¢ a de
aumentar a resisténcia da substancia fundamental, isto é,
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fortalecer ou reforgar as moléculas de glicosaminoglicanos
e, no segundo caso, a de neutralizar a hialuronidase celular,
diminuindo a sua produg¢@o ou inibindo a sua agdo (WEST et
al., 1985; ROITT; BROSTOFF; MALE, 1994; ROBBINS,
1996; STITES; TERR; PARSLOW, 1997; ROPPONEN et
al., 1998; KOSAKI; WATANABE; YAMAGUCHI, 1999).

Com um enfoque na possibilidade da hialuronidase
ser inibida por drogas, métodos imunoldgicos ou pela
utilizacdo de inibidores naturais é que muitos trabalhos
estdo sendo desenvolvidos (KAKEGAWA; MATSUMOTO;
SATOH, 1988; KUPPUSAMY, KHOO; DAS, 1990;
KUPPUSAMY; DAS, 1991; FACINO et al., 1995; JEONG
et al., 1999; JEONG et al., 2000; SALMEN, 2003). Nesses
estudos, devemos destacar a avaliagdo de compostos
fendlicos, flavonoides e seus ésteres, aldeidos fenodlicos,
alcoois e cetonas com agdo bioldgica no controle da atividade
hialuronidase.

Devido a importancia do acido hialurénico e da
hialuronidase em aplicagdes clinicas e na busca de potentes
inibidores de origem natural e em especial de plantas, é que
o estudo do género Baccharis se evidencia. Dentro desta
familia destacamos as espécies Baccharis dracunculifolia
D.C. e Baccharis uncinella D.C. conhecidas popularmente
como alecrim-do-campo ou vassourinha, encontrada em
grande quantidade em pastagens, sendo considerada uma
planta invasora, adaptando-se a lugares de terra fraca e solo
acido, distribuida em todas as regides das Américas do Norte,
Central e do Sul.

Essas duas espécies passaram a ter interesse mundial,
pois fornecem material as abelhas na produgdo da prépolis
verde, propolis essa que apresenta inimeras propriedades
terapéuticas e biologicas, destacando, atividade antioxidante,
antimicrobiana, antitumoral e antiinflamatéria, prevenindo o
aparecimento de doengas (HAMMERSCHMIDT; PRATT,
1978; PARK et al., 1995; PARK et al.,1998; KOO; PARK,
1997; MIYATAKA et al., 1997).

Nesse contexto ¢ que o objetivo deste trabalho
foi verificar a atividade antiinflamatdria dos 6leos volateis
produzidos por Baccharis dracunculifolia D.C. e Baccharis
uncinella D.C. (Asteraceae) sobre a atividade hialuronidase.

Material e Método

Obtencao dos dleos essenciais

Os Oleos utilizados neste trabalho foram obtidos
pelo processo de hidrodestilagdo (arraste a vapor) utilizando
para isso um extrator do tipo Clevenger modificado. As
espécies em estudo sdo a Baccharis dracunculifolia D.C. e a
Baccharis uncinella D.C. (Asteraceae), coletadas na regido
Sudoeste do Estado do Parana no periodo de abril a setembro
de 2005.

Inibiciao da atividade da hialuronidase

A inibi¢do da atividade de hialuronidase foi
determinada conforme metodologia descrita por Reissing;
Strominger e Leloir (1955), Aronson e Davidson (1967)
e Kuppusamy, Khoo e Das (1990). A mistura de reagdo
consistiu de 50uL, 40uL, 30uL, 20uL, 10uL, Sul e 1uL
dos respectivos oleos obtidos, 0,5mL do sal de potassio do
acido hialurénico em tampao acetato 0,1M, pH 3,6 contendo



Acdo dos 6leos essenciais...

0,15M de cloreto de sddio (NaCl) e 50 puL (350 unidades) da
enzima hialuronidase (Tipo IV-S: obtido de testiculo bovino,
Sigma Co), dissolvida no mesmo tampdo; esta mistura de
reagdo foi incubada a 370 C por 40 minutos.

Apds a incubagdo, 0,1mL de tetraborato de potassio
0,8M foi adicionado a mistura de reacdo e novamente
incubada em banho de ebuligdo por 3 minutos. Em seguida,
adicionou-se 0,3mL de r-dimetilaminobenzaldeido e amistura
foi incubada novamente a 370 C por 20 minutos. Finalmente,
a absorbancia da mistura foi medida em espectrofotometro a
585 nm usando DMSO (dimetil sulfoxido) como controle.

Analise Estatistica

As analises de variancia foram realizadas segundo
normas da ANOVA. As diferencas significativas entre as
médias foram determinadas pelo teste de Tukey. Todas as
atividades foram realizadas em triplicata.

Resultados e Discussio

O efeito dos Oleos essenciais sobre a atividade
hialuronidase foi verificado e os resultados estdo apresentados
na Tabela 1 e nas Figuras 2 ¢ 3. Foi constatado que o 6leo
essencial produzido pela B. dracunculifolia apresentou maior
inibi¢do da atividade enzimatica quando em comparagdo com
o0 dleo essencial produzido pela B. uncinella. Essa atividade
inibitoria foi decrescendo a medida que os volumes dos 6leos
foram diminuindo.

Tabela 1 - Atividade hialuronidase em presenca dos 6leos
essenciais produzidos por Baccharis dracunculifolia e
Baccharis uncinella.

\g(;il(l)n(lsf)o B. dracunculifolia B. uncinella
50 22,14+1,24" aA?  25,60+2,04 aA’
40 23,05£2,43 aA 24,34+3,12 aA
30 31,2243,23 abA  38,2144,21 abA
20 41,25+4,35 bB 55,45+5,34 bB
10 60,05+6,54 bcB  75,12+6,56 cdB
5 90,06+7,32 cC 94,3+8,89 dC
1 100,00+£00 cC 100,00+£00 dC

"Valores determinados em porcentagem (%).
*Médias seguidas da mesma letra: minasculas na vertical e maitscula na

horizontal, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%.

Observando os resultados apresentados na Tabela
1, verificamos que o 6leo produzido por B. dracunculifolia
inibiu a atividade enzimatica em 77,86%, na presenca de 50uL.
do referido 6leo, isto € a enzima apresentou uma atividade de
22,14+1,24%. Podemos verificar que a atividade inibitoria
do 6leo foi diminuindo até que a atividade enzimatica
se manteve em 100% na presenca de 1puL do dleo de B.
dracunculifolia. Ja para o 6leo produzido por B. uncinella
foi observado que a inibi¢do enzimatica foi menor, pois com
50uL a atividade enzimatica foi inibida em 74,40%, isto é,
a enzima apresentou uma atividade de apenas 25,60+2,04%
sob a agdo de 50uL, e chegando a sua atividade maxima,
isto é, 100% da sua atividade enzimatica na presenga de
1uL. Os resultados obtidos com 50uL dos 6leos de ambas as
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plantas, ndo se mostraram significantes quando comparados
estatisticamente ao nivel de 5%. Esse mesmo comportamento
foi verificado com o volume de 40uL.

Os resultados obtidos com esse trabalho vém
contribuir com outros resultados obtidos com outras espécies
dogéneroBaccharis,destacandoasespécies B. megapotamica,
B. incarum, B. trimera, B.trinervis, B. salicifolia, B. crispa, B.
coridifolia, B. dracunculifolia, B. grisebachii e B. tricuneata
que foram avaliadas quanto a sua composi¢ao quimica e suas
atividades biologicas. Nesses estudos, os compostos que mais
se destacaram foram os flavonodides, clerodanos e labdanos,
embora também se tenha observado com certa freqiiéncia
a presenga de kauranos, triterpenos, germacreno, acidos
cumaricos, tricotecenos, sesquiterpenos ¢ fenilpropanoides.
Dentre as atividades biologicas destacam-se os efeitos
alelopaticos, antimicrobianos, citotoxicos e antiinflamatorios
(AVANCINI; WIEST; MUNSTOCK, 2000; RANGEL et al.,
2001; VERDI; BRIGHENTE; PIZZOLATTI., 2005).
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Figura 2 - Inibicdo da atividade de hialuronidase pelo
o6leo essencial produzido por Baccharis dracunculifolia.

Avaliando a atividade antiinflamatéria de fragoes
aquosas ¢ etandlicas de B. trimera, Castro e Honorio (2005),
mostraram a agdo antiinflamatéria aguda do extrato aquoso
com o modelo de edema de pata induzida por carragenina.
Os resultados obtidos se mostraram significativos a partir de
doses de 40 mg/kg mostrando uma tendéncia de reduzir o
edema.
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Figura 3 - Inibicdo da atividade de hialuronidase pelo
oleo essencial produzido por Baccharis uncinella.

Outro trabalho que veio contribuir com a
significancia dos resultados aqui obtido, foi o realizado por
Menezes (2005), que avaliou a atividade antiinflamatoria de
extrato aquoso de B. dracunculifolia utilizando o modelo de
pleurisia induzida por zimozan em camundongos. Observou-
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se que o tratamento 5 minutos antes da inocula¢dao de
zimosan, foi capaz de inibir o acimulo de linfécitos totais
(de 19,64 + 1,58 para 5,24 + 1,49), e o acumulo especifico
de mononucleares (de 1,663 + 0,32 para 0,61 = 0,06),
neutrdfilos (de 16,96 + 1,48 para 4,62 + 1,51) ¢ eosinodfilos
(de 1,01 £ 0,37 para 0,016 £+ 0,016), mas nao foi capaz de
inibir o extravasamento de azul de Evans. Ja o tratamento de
1h antes do indculo de zimosan foi capaz de inibir somente
o acumulo de leucdcitos totais (de 20,04 + 3,91 para 6,58
+ 0,78) e o acumulo especifico de neutrdfilos (de 17,66 +
3,27 para 5,679 £0,71), ndo havendo inibi¢do no acimulo de
mononucleares, eosindfilos e no extravasamento de azul de
Evans. Estes resultados indicam que o extrato aquoso bruto
de B. dracunculifolia possui atividade antiinflamatoria e que
¢ mais potente quando, concomitantemente, administrado ao
estimulo da inflamacéo.

Trabalhos que destacam a atividade antiinflamatoria
de plantas do género Baccharis e que vem contribuir com os
resultados obtidos sdo os realizados utilizando compostos
de B. pedunculata por Rahalison et al., 1995 (apud VERDI;
BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005); com B. sarothroides
e com B. trimera por René et al., 1996 (Apud VERDI;
BRIGHENTE; PIZZOLATTI, 2005).

Conclusao

Verificamos através dos resultados obtidos nas
condigdes deste estudo que os dleos essenciais produzidos
por Baccharis dracunculifolia D. C. e Baccharis uncinella D.
C. (Asteraceae), possuem a capacidade de inibir a atividade
enzimatica da hialuronidase o que se sugere que esse fato
esta intimamente relacionado com a atividade bioldgica de
seus componentes.
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